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Resumo:

A espécie vegetal Aleurites moluccana, alvo de extensos estudos conduzidos pelos
pesquisadores do NIQFAR/UNIVALLI, tem exibido promissores resultados biol6gicos com as
folhas culminando no desenvolvimento de um novo fitoterapico analgésico e anti-inflamatério
em parceria com o Laboratério Farmacéutico Eurofarma. Além do amplo uso das folhas, as
cascas também sao utilizadas pela medicina popular para o tratamento de tumores, diarreia
sangrenta e disenteria, porém faltam estudos quimicos e biol6gicos que assegurem seu uso
medicinal. O objetivo do presente estudo foi avaliar a composicdo quimica das cascas e
folhas de A. moluccana a partir de procedimentos cromatograficos. As cascas secas e
trituradas foram submetidas & extragdo sequencial utilizando solventes de polaridade
crescente como n-hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol durante 5 dias. Cada
extrato foi separadamente submetido a concentracdo para obtencdo do residuo seco
utilizando evaporador rotatério sob pressao reduzida. As folhas também secas foram
submetidas a extragdo com o solvente metanol por 7 dias e posteriormente foi realizado
fracionamento com os solventes hexano, diclorometano e acetato de etila. Os extratos e
fracbes de interesse foram submetidos a purificagdo utilizando cromatografia em coluna
(CC) com monitoramento por cromatografia em camada delgada (CCD), sendo os
compostos identificados através de HMBC, HMQC, ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio, carbono 13 e Dept. O extrato de hexano obtido das cascas por apresentar a
formacéo de um sdlido branco durante o processo de concentragéo foi avaliado por CCD em
comparacdo ao padrdo autentico e técnicas espectrais sendo caracterizado como o
triterpeno acido acetil aleuritélico. A partir do terceiro procedimento cromatografico obteve-
se um O6leo o qual foi identificado como sendo o diterpeno Sonderianol e deste mesmo
procedimento obteve-se também um 6leo, que apds andlise espectral foi identificado como
um derivado do Sonderianol. Das folhas foi realizada uma CC a partir da fracdo de
diclorometano, obtido do extrato bruto metandlico, resultando num sélido branco na fase
movel hexano (H): acetato de etila (AcOET) (90:10) que apds passar por analise espectral
verificou-se que se tratava da mistura dos triterpenos a,3-amirina. Outro triterpeno foi isolado
a partir de outra fracdo também de diclorometano, denominada a,B-amirinona. Esta
substancia foi isolada na fase movel H:AcCOET (95:5). Este estudo foi importante para
comprovar 0 uso popular desta planta, sendo que as substancias isoladas correspondem a
parte dos efeitos bioldgicos observados quando utilizada na medicina popular.

Palavras chave: Aleurites moluccana. Cromatografia. Terpenos.
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1 INTRODUCAO

As plantas superiores representam uma importante fonte de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese
de um grande numero de farmacos. A area de pesquisa em produtos naturais
juntamente com a sintese vem se destacando no ambito de desenvolvimento de
farmacos representada pela descoberta de moléculas com grande diversidade
guimica e propriedades fisico-quimicas e biolégicas importantes, otimizando desta
forma, o processo industrial farmacéutico através do fornecimento de protétipos ou
mesmo de substancias inéditas (BUTLER, 2008; MAIER, 2009).

A importancia da natureza como fonte de novos quimiotipos e farmacoforos
pode ser observado com o resultado das pesquisas realizadas nesta area onde
aproximadamente 50% dos medicamentos utilizados na clinica em todo mundo,
originam-se de produtos naturais e derivados (GURIB-FAKIM, 2006). Dos
medicamentos disponiveis para o tratamento de infec¢cdes e no combate ao cancer,
60% foram advindos de fonte natural conforme descrito no Annual Reports of
Medicinal Chemistry demonstrando o potencial relevante do estudo fitoquimico e
bioldgico das plantas medicinais (BRAZ FILHO, 2009).

A natureza tem sido prédiga na elaboracdo de moléculas, na maioria de
grande complexidade estrutural e as observac6es populares sobre o uso e a eficacia
de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo das suas
virtudes terapéuticas. Com a diversidade quimica, surge a necessidade de se utilizar
métodos de extracdo que possam funcionar como verdadeiros filtros de distintas
classes de compostos relativa as suas aptiddes e caracteristicas (CRAGG;
NEWMANN, 2012; KAITIN, 2010).

A diversidade brasileira em seus multiplos aspectos e seu potencial de
aproveitamento equilibrado representam um desafio para a comunidade cientifica
nacional. Portanto, cabem as nossas Universidades, um enorme desafio cientifico, o
de transformar um imenso patriménio natural, em riqueza de compostos bioativos
para a medicina, gerando matéria-prima para o desenvolvimento de novos farmacos
capazes de combater doengas como: cancer, doencas tropicais, infec¢des fungicas
e bacterianas, doencas neurolégicas como o Mal de Alzheimer, pois a natureza de

uma forma ou outra continua a influenciar a concep¢édo de moléculas pequenas que
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podem ser protétipos de novos farmacos. O intuito da pesquisa nesta area consiste
especialmente na identificacdo dos principios ativos das plantas medicinais que
possam ser posteriormente avaliados biologicamente na tentativa de validar o uso
medicinal das plantas superiores (CRAGG; NEWMANN, 2012; KAITIN, 2010).

O desenvolvimento sustentavel de um pais depende essencialmente de uma
politica consistente de educacdo, ciéncia, tecnologia e inovacgdo, sustentada na
preservacdo da natureza, na biodiversidade e na exploracdo racional de fontes
naturais. As atividades da fitoquimica podem contribuir significativamente para este
desenvolvimento, através da investigacdo da flora, da divulgacdo e geracdo de
novos conhecimentos e da formagao de recursos humanos qualificados (BRAZ
FILHO, 2009).

Considerando a importancia quimica e biologica da espécie vegetal Aleurites
moluccana, que despertou o interesse da industria Eurofarma por apresentar efeitos
biolégicos comprovados, surgindo uma parceria entre universidade e industria
farmacéutica para o desenvolvimento de um novo produto fitoterapico inovador que

esta prestes a ser lancado no mercado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar os metabdlitos secundarios ativos majoritarios a partir de extrato e

fracOes obtidas das folhas e cascas de A. moluccana.

2.2 Objetivos especificos

+ Otimizar o processo de extracdo dos compostos de interesse através de
extracdo direta ou particdo liquido-liquido a partir das cascas de A.
moluccana;

* Avaliar o perfil cromatogréfico e rendimento dos distintos extratos e fragoes;

* Fracionar e isolar os compostos majoritarios presentes nas cascas e folhas de
A. moluccana;

» Identificar a estrutura quimica dos compostos por técnicas espectroscopicas
de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, carbono 13 e técnicas

bidimensionais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Importéancia das plantas medicinais

Os produtos naturais, em especial as plantas, tém sido utilizados para o
tratamento de doencas por milhares de anos e ainda hoje sdo usadas para tratar
disturbios que vao da tosse a infeccédo, e estdo relacionadas com os saberes e
praticas adquiridas ao longo de muito tempo. As plantas tém sido usadas com fim
medicinal no Egito, China, India e Grécia nos tempos antigos e os estudos cientificos
tém conduzido a um grande numero de farmacos disponibilizados na terapéutica
(FERREIRA, PINTO, 2010; SHOEB, 2006; YUNES, CECHINEL FILHO, 2009). Os
primeiros registros medicinais sdo descritos na Mesopotdmia e sao datados de
aproximadamente 2100 a.C. (YUNES, CECHINEL FILHO, 2009).

Segundo estimativas da Convencdo da Diversidade Biolégica, o Brasil
hospeda entre 15 e 20% de toda a biodiversidade mundial, sendo considerada uma
fonte de substancias biologicamente ativas e a preservacdo desta € fundamental
tanto pelo valor intrinseco da riqueza biolégica como pelo potencial como fonte de
novos farmacos (BARREIRO, BONZANI, 2009).

As plantas produzem diferentes metabdlitos secundéarios (alcal6ides,
esteroides, flavondides, terpenos) que despertam grande interesse, ndo sO pelas
atividades bioldgicas produzidas pelas plantas em resposta aos estimulos do meio
ambiente, mas pela imensa atividade farmacoldgica desses compostos (ALVES,
2001; FERREIRA, PINTO, 2010). Porém, existem algumas dificuldades em
quantificar estes metabdlitos, pois muitos metabdlitos secundarios sao produzidos
em diferentes quantidades e, apesar da existéncia de um controle genético, ha
caracteristicas que podem sofrer modificacbes resultantes da interacdo de
processos bioquimicos, fisiolégicos, ecolégicos e evolutivos (GOBBO-NETO,
LOPES, 2007).

A partir dos metabolitos secundarios produzidos pela planta que foram criados
os fitoterapicos e devido a diversidade de estruturas e composicdo quimica dos
extratos dos fitoterapicos, eles podem desempenhar efeitos farmacologicos
desejados, porém deve ocorrer uma padronizacdo do extrato apontando quais sdo

0s metabdlitos secundarios majoritarios e as suas concentracdes, deste modo a
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pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os metabdlitos secundérios
majoritarios que podem contribuir para a descoberta da atividade biol6gica
apresentada pela planta (FERREIRA, PINTO, 2010; YUNES, CECHINEL FILHO,
2009).

A descoberta de produtos naturais em sua forma pura, no fim do século XIX,
foi um decisivo e importante passo para a criacdo e desenvolvimento da industria
farmacéutica, sendo os produtos naturais a principal fonte de insumos para a
preparacdo de medicamentos, quando esta iniciava seu desenvolvimento (COSTA,
2009).

Nos ultimos anos, tém-se observado um significativo avanco cientifico no que
se refere aos estudos quimicos e farmacologicos de compostos organicos oriundos
de plantas, particularmente através de mudancas estruturais, obtendo-se analogos
com propriedades terapéuticas maximizadas. Isto se deve ao fato de muitas
moléculas naturais apresentarem efeitos farmacologicos relevantes, levando a
sintese de derivados da molécula protétipo com maior poténcia e seletividade
(CRAGG, NEWMANN, 2010; YUNES, CECHINEL FILHO, 2009).

Produtos naturais vém sendo utilizados como fonte e inspiragdo para uma
grande quantidade de medicamentos da farmacopeia atual. Pode-se afirmar que
entre 25% e 50% dos medicamentos comercializados atualmente devem suas
origens aos produtos naturais, isto é possivel devido ao descobrimento e
refinamento de técnicas como a cromatrografia tornando possivel a separacéo e
caracterizagdo de componentes individuais de diversas misturas complexas
(KINGSTON, 2011; MEINWALD, 2011).

3.2 Fitoterapicos

Enquanto os medicamentos apresentam, em sua quase totalidade, um Unico
principio ativo que é responsavel pelo seu efeito farmacoldgico, os extratos vegetais
e de fungos, identificado como fitoterdpico, sdo constituidos por misturas
multicomponentes de substancias ativas, parcialmente ativas e inativas, que, muitas
vezes, atuam em alvos farmacoldgicos diferentes, identificado como fitoterapico
(FERREIRA; PINTO, 2010).

O produto fitoterdpico vem crescendo no mercado movimentando

mundialmente US$ 21,7 bilhdes por ano. O aquecimento desse mercado atraiu
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vérias industrias, nacionais e internacionais, estimulando a pesquisa nesta area.
Neste nicho de mercado dos fitoterapicos um grande exemplo é o Acheflan®
medicamento fitoterapico desenvolvido pelo laboratério Aché com investimento de
aproximadamente 15 milhdes de reais (NIERO, 2010).

Em diversos paises incluindo o Brasil, um grande ndmero de plantas vem
sendo utilizado como fontes alternativas de medicamentos, é o que mostra os dados
do Food and Drug Administration, onde 50% dos medicamentos aprovados entre
1981 e 2006 séo direta ou indiretamente derivados de produtos naturais. Entre os
europeus e 0s asiaticos observou-se um aumento no uso deste tipo de medicamento
em cerca de 35% desde a década de 70 (FERREIRA, PINTO, 2010; MALHEIROS et
al., 2010).

No Brasil a pesquisa e descoberta de novos farmacos, além de propiciar o
avanco da pesquisa bésica multidisciplinar, contribuem também para o
desenvolvimento tecnoldgico nacional, levando em consideragdo que o bioma
brasileiro é ainda muito pouco explorado como fonte de substancias farmacolégicas
(BARREIRO; BONZANI, 2009).

Os fitoterapicos representam aproximadamente 15% do capital da industria
farmacéutica mundial e cerca de 40% dos medicamentos existentes no mercado,
sdo obtidos de forma indireta ou diretamente através de fontes naturais, sendo que
20% das plantas com substancias biologicamente ativas que sdo conhecidas estao
no Brasil (NIERO, 2010).

O interesse da pesquisa na fitoquimica tem aumentado nos ultimos anos onde
estdo sendo instituidos projetos financiados por 6rgaos publicos e privados. Nos
anos 70, nenhuma das grandes companhias farmacéuticas mundiais mantinha
programas nesta linha e atualmente isto tem sido prioridade na maioria delas. Dentre
os fatores que tém contribuido para um aumento nas pesquisas estd a comprovada
eficacia de substancias originadas de espécies vegetais (YUNES, CECHINEL-
FILHO, 2009).

Essa valorizacdo ocasionou crescimento na procura de informacdes e
comprovacoes cientificas, sobre seguranca, qualidade e eficacia terapéutica. Apesar
das plantas medicinais serem largamente utilizadas, somente com estudos quimicos
e biolégicos sdo confirmadas sua eficacia, qualidade e seguranca na terapéutica,

apontando a necessidade de desenvolvimento de meétodos de otimizacdo e
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padronizacdo das preparacOes vegetais (MALHEIROS et al., 2010; YUNES et al.,
2001).

As plantas medicinais ainda sao utilizadas pela populacdo devido a
insatisfacdo com a eficacia, alto custo e reacbes adversas dos medicamentos
sintéticos, acompanhado da admiragdo pelos “produtos naturais”. O uso das plantas
medicinais é devido ao metabolismo delas, onde s&o produzidas substancias
chamadas metabolitos secundarios que sdo responsaveis pelo efeito terapéutico,
exercendo funcdes diferentes de acordo com o que cada planta necessita para sua
sobrevivéncia (GOBBO-NETO, LOPES, 2007; MALHEIROS et al., 2010).

3.3 Aspectos gerais sobre metabolismo vegetal

As plantas para sua propria sobrevivéncia produzem substancias através de
reacdes continuas nas estruturas celulares, o metabolismo, que tem como objetivo a
producdo de energia e biossintese de substancias essenciais para a planta. Ele
pode ser dividido em metabolismo primario que sdo processos essenciais a vida e
comuns aos seres vivos e secundario que ndo é essencial a planta, mas que a
ajudam a ter vantagens de sobrevivéncia e perpetuacdo de sua espécie. Os
compostos quimicos gerados, degradados ou transformados durante o metabolismo
sdo chamados metabdlitos (SANTOS, 2003).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos sintetizados pela planta com
funcdo de defesa contra passaros, raios UV, insetos, microrganismos, entre outros,
podendo sofrer influéncia do ambiente e hereditariedade (GOBBO-NETO, LOPES,
2007; SANTOS, 2003).

Outros fatores que influenciam e alteram a composicédo quimica dos vegetais
e sua producdo de metabdlitos secundéarios sdo o tipo de solo, umidade, vento,
temperatura e poluicdo atmosférica. Além da defesa para a planta os metabdlitos
secundarios possuem uma imensa atividade biolégica e podem ser divididos em trés
grandes grupos: terpenos, compostos fendlicos (cumarinas, flavonoides e taninos) e
alcaloides. Os terpenos séo produzidos a partir do acido mevaldnico ou do piruvato e
3-fosfoglicerato. Os compostos fenolicos séo derivados do acido chiquimico ou acido
mevaldnico. Os alcaloides sdo derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano,
tirosina), que séo derivados do acido chiquimico e também de aminoacidos alifaticos

(ornitina, lisina). Os metabdlitos secundarios isolados das plantas podem apresentar
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diferentes atividades farmacoldgicas, de acordo com seu grupo e estrutura quimica
(GOBBO-NETO, LOPES, 2007; PERES, 2004).

3.3.1 Terpenoides

Os terpenoides séo biossintetizados a partir de unidades de isopreno, através
da via acetato-mevalonato, onde sdo conhecidos cerca de 30000 terpenos, que sao
classificados de acordo com o niumero de unidades de isopreno em: hemiterpenos
(C5), Monoterpenos (C10), Sesquiterpenos (C15), Diterpenos (C20) como, por
exemplo, o espruceanol (Figura 1), Triterpenos (C30) como o acido aleurit6lico
(Figura 2), e Tetraterpenos (C40). Os terpenoides ocorrem na forma ciclica que séo
obtidas através de reacfes de oxireducéo, hidratacéo e isomerizacao, e por isso eles
apresentam ampla diversidade estrutural (DEGENHARDT et al., 2009).

Terpenos sao identificados como principais constituintes dos 6leos volateis
(monoterpenos), e apresentam diversas funcbes nos vegetais como atracdo a
polinizadores, termotolerancia, protecdo contra stress oxidativo, insetos, fungos,
bactérias e herbivoros. Desempenham também atividade antimicGtica, origem a
hormbnios de crescimento vegetal, germinacdo da semente e inibicdo do
crescimento da raiz (MALHEIROS, NIERO, 2010; THOLL, 2006).

Dentre os grupos mais importantes dos terpenoides se encontram O0s
triterpenos, apresentando atividades biolégicas importantes como anti-inflamataria,
antitumoral, analgésica, antibacteriana, antiviral, anti HIV, cardiovascular, herbicida e
hipoglicemiante e hepatoprotetor, possuindo um baixo efeito téxico (CONNOLLY,
HILL, 2007; JAGER et al., 2009; NIERO, MALHEIROS, 2010).

Triterpenos sdo uma fonte de ativos para o desenvolvimento fitofarmacéutico,
pois h4d uma ampla quantidade de triterpenos em plantas e sao utilizados
comumente na medicina popular (JAGER et al., 2009).

Efeitos antitumorais estdo correlacionados muitas vezes com os frutos e as
cascas, que contém triterpenos, sendo que as maiores fontes conhecidas de
triterpenos estdo essencialmente na superficie das plantas como na casca, o caule
ou folha e ceras de frutas. Também sé&o utilizados no tratamento de ceratose actinica

e pode ser aplicado em preparacgoes parenterais (JAGER et al., 2009).
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Figura 1 - Estrutura molecular do diterpeno espruceanol.

3.3.2 Cumarinas

As cumarinas sdo amplamente distribuidas nos vegetais, mas também séo
encontradas em fungos e bactérias. Estruturalmente séo lactonas do acido o-hidroxi-
cindmico, sendo a cumarina o representante mais simples (Figura 3). Cerca de 1300
cumarinas ja foram isoladas de fontes naturais. Suas propriedades farmacoldgicas,
bioguimicas e aplicacbes terapéuticas dependem das ligacdes dos seus radicais no
seus anéis (EVANS, 1996).

Sao derivadas do metabolismo da fenilalaninas e encontram-se distribuidas
predominantemente em angiospermas, sendo as estruturas mais simples as mais
encontradas podendo estar presente em todas as partes de uma planta (KUSTER,;
ROCHA, 2000)

Cumarinas identificadas a partir de fontes vegetais apresentaram atividade
anti-HIV. Essas substancias inibiram a replicagéo in vitro do HIV-1, provavelmente,

por inibicdo da atividade enzimética da DNA-polimerase (RADUNZ et al., 2012).
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Algumas cumarinas apresentam ac¢ao anticoagulante como a dicumarol, que é
utilizada como protétipo no desenvolvimento de anticoagulantes como a varfarina. A
escoparona possui acdo imunossupressora, relaxante vascular, hipolipidémica e
hipotensora. O ostol age como antiagregante plaquetario, no relaxamento da
musculatura lisa e cardiaca e a escopoletina como antiespasmddica e importante
atividade antioxidante (KUSTER; ROCHA, 2003; RAZAVI et al., 2008).

Figura 3 - Estrutura geral de uma cumarina.
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3.3.3 Flavonoides

Os flavonoides sao polifendis, biossintetizados pela via dos fenilpropandides,
possuem uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas onde séo
conhecidos mais de 6000 flavondides diferentes, sendo distribuidos amplamente no
reino vegetal, podendo ser encontrados também em angiospermas e um relato em
fungos. S&o classificados entre flavondis, flavonas, flavononas, catequinas,
antocianinas, isoflavonas, diidroflavonéise, chalconas (MACHADO et. al., 2008;
ZUANAZZI, 2000).

Sao constituidos por dois anéis benzeno (A, B), conectados ao anel pirano (C)
por um oxigénio (Figura 4). Sao classificados de acordo com a introducdo dos
grupos hidroxil ou metil na molécula. Estdo em maior parte na forma de glicosideos.
Quando o metabdlito esta sem o aclucar € chamado de aglicona. No minimo oito
combinacdes de monossacarideos ou dissacarideos e trissacarideos podem se ligar
a diferentes grupos hidroxil das agliconas, com maior frequéncia a D-glicose e L-
raminose. Os glicosideos sédo usualmente O-glicosideos, onde o acgucar se liga ao
grupo hidroxil (ZUANAZZI, MONTANHA, 2003).

Os flavondides fitoestrogénios, como a isoflavona, tem potencial hormonal,
podendo ser utilizado na deficiéncia de estrogénio na menopausa, diminuindo o risco
de cancer de mama e derrame causado pelo uso continuo dos hormonios estrogénio
e progesterona (JACOB, et al., 2011).
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Figura 4 - Estrutura geral de um flavonoide
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Os flavonoides apresentam diversas fungdes como: protecdo dos vegetais
contra a incidéncia de raios UV e visivel, contra insetos, fungos, bactérias e virus,
atraentes de animais com a finalidade de polinizacdo e antioxidante. Eles podem ser
encontrados nas folhas, flores, galhos, raizes e frutos, podendo ser diferentes
estruturalmente e também em concentracao diferente dependendo do érgédo vegetal
gue ele se encontra (ZUANAZZI, 2000).

Os flavonoides possuem grande interesse farmacologico, pois apresentam
propriedades importantes como anti-inflamatoéria, anticarcinogénico, antialérgico,
antiulceroso e antiviral. Possui também propriedades antioxidantes, acao
estrogénica e antibacteriana, além de influenciar o sistema imune através de sua
acao na proteina quinase (RIJKE et. al., 2006; ZUANAZZI, 2000).

3.3.4 Taninos

Os taninos sédo substancias fendlicas sollveis em agua que apresentam
habilidade de formar complexos insoliveis em &gua com alcaloides, gelatina e
outras proteinas. Possuem grande importancia, pois sao responsaveis pela
adstringéncia de muitos frutos e outros produtos vegetais. A complexacdo entre
taninos e proteinas € a base para suas propriedades como fator de controle de
insetos, fungos e bactérias, assim como para seus principais usos industriais, como
na manufatura do couro (MELLO; SANTOS, 2000).

Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional para o
tratamento de diarreia, antisséptico, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias,
feridas e queimaduras pois age como impermeabilizante das camadas expostas da
pele, antidoto em intoxicacbes, problemas estomacais (azia, nausea, gastrite e
Ulcera gastrica), problemas renais e do sistema urinario e processos inflamatorios
em geral (HASLAM, 1996; MONTEIRO et al., 2005).

Estudos in vitro tem revelado acao fungicida, bactericida, moluscida e

antitumoral para esta classe. Acredita-se que as atividades farmacologicas dos
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taninos sao devido a trés caracteristicas: complexagdo com ions metalicos (ferro,
manganés, célcio entre outros), atividade antioxidante e sequestradora de radicais
livres e habilidade de complexar com outras moléculas como proteinas e
polissacarideos (MELLO; SANTOS, 2000).

Devido a sua capacidade antioxidante e de captacédo de radicais livres, 0s
taninos tornam os radicais livres em radicais estaveis e deste modo combatem
doencas degenerativas como o cancer, esclerose mdultipla, arteriosclerose e o
préprio processo de envelhecimento, pois estas doencas estdo associados a altas
concentracOes intercelulares de radicais livres. Um exemplo que temos desta classe
€ a catequina (Figura 5) (MONTEIRO et al., 2005).

Figura 5: Estrutura molecular da (+)-catequina

3.3.5 Alcaloides

Os alcaloides tipicos sdo de origem vegetal, com carater basico, contendo um
ou mais atomos de nitrogénio e podem ter agdo fisiolégica no ser humano e nos
outros animais. Varios compostos desta classe também foram encontrados em
bactérias, fungos e animais como insetos, sendo considerados alvo de muita
atencao (EVANS, 1991).

Os alcaloides contendo um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico sao
chamados de alcaloides verdadeiros e sao classificados de acordo com o sistema
anelar presente na molécula. Sao sintetizados no reticulo endoplasmatico,
concentrando-se nos vacuolos e desta forma, ndo aparecem em células jovens
antes de ocorrer a formacéo dessas estruturas. As substancias com o atomo de
nitrogénio ndo pertencente a um sistema heterociclico sdo denominadas

protoalcaldides. Compostos nitrogenados com e sem anéis heterociclicos que séo
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derivados de aminoacidos sdo chamados de pseudoalcaldides (HENRIQUES et al.,
2000).

Podem ser encontrados em todas as partes de um vegetal e muitos possuem
funcdo de protecdo contra insetos, virus, microrganismos e radiacdo UV para as
plantas. Foram muito usados pelos povos antigos como veneno na ponta das
flechas. Como atividade farmacoldgica destacam acdo analgésica como por exemplo
um derivado desta classe a morfina (Figura 6), anticancerigena, anticolinérgica, anti-
hipertensiva, antimalarico, hipnoanalgésico, depressor cardiaco, estimulante do
SNC, diurético, tratamento de gota, miorrelaxante, simpatomimético, antiviral entre
outras (HENRIQUES et al., 2000; PERES, 2004).

Outras aplicacbes terapéuticas de alcaldides estdo relacionadas com o
tratamento de desordem lisossomal, infec¢Bes e doencas autoimunes como artrite e
esclerose multipla (JUSTO et al., 2009).

Figura 6- Estrutura molecular da morfina.

3.4 Familia Euphorbiaceae

7

A familia Euphorbiaceae é largamente distribuida na regido pantropical,

incluindo cerca de 300 géneros e 6000 espécies. No Brasil existem cerca de 70
géneros e 1000 espécies, sendo uma das principais familias da flora brasileira
(SOUZA, LORENZI, 2008).

As plantas pertencentes a esta familia sdo de habitos variados, existindo
como ervas, subarbustos, arvores e trepadeiras. Possuem folhas alternas inteiras ou
partidas. Flores de sexo separado, reunidas em inflorescéncias muito variadas em
geral do tipo cacho, com numero de 5-6 tépalas. Fruto seco esquisocarpo, sendo
separado elasticamente em trés cocos. Estes abrindo-se posteriormente e sementes

ricas em endosperma, em maioria das vezes oleaginoso (SOUZA, LORENZI, 2008).
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Dentre os varios géneros pertencentes a Euphorbiaceae, podem ser citados
como os de maior importancia, devido a diversidade, aplicacdo e interesse
econdmico: Euphorbia, Croton, Phyllanthus, Jatropa, Sapium, Ricinus e Aleurites
(WEBSTER, 1994).

As Euphorbiaceae incluem diversas espécies de interesse econdmico,
Qestacando-se a seringueira (Hevea brasiensis), que se trata de uma espécie nativa
da Amazobnia brasileira, responsavel por um de nossos ciclos econémicos. Possui
diversas plantas muito Gteis ao homem, como por exemplo o tungjue (Aleurites fordii
Hemsley) ou a nogueira-de-iguape (Aleurites moluccana), ambos do género
Aleurites, com sementes que produzem o Oleo industrial. Esta familia também é
utilizada como ornamental, mas, evidentemente por possuirem flores nao vistosas, o
aspecto ornamental se da pelas bracteas ou pela folhagem (SOUZA, LORENZI,
2008).

Muitas Euphorbiaceae produzem sementes que s&o irritantes ao homem,
sendo comum o0s acidentes como intoxicacdo pela sua ingestéo, incluindo plantas
como a nogueira-de-iguape (Aleurites moluccana) e a purga-de-cavalo (Joannesia
princeps). Outros acidentes que podem ocorrer € devido ao latex das Euphorbiaceae
por serem causticos se em contato com mucosas, principalmente a dos olhos
(SOUZA, LORENZI, 2008). .

Estudos tém sido publicados com investigacdo de lipidios, terpenoides e
alcaléides com varias espécies desta familia. As duas primeiras espécies de plantas
investigadas desta familia foram a Aleurites moluccana L.Willd e a Bischofia trifoliata
Roxb, onde foram encontrados entre os triterpenos cinco pentaciclicos (bauerenol,
germanicol, epigermanicol, multiforenol e phyllanthol) e trés tetraciclicos (euphol,
euphorbol e tirucallol) (HUI, HOI, 1968).

3.5 Género Aleurites

O género Aleurites subdivide-se em A. trisperma, A. cordata, A. montana, A.
fordii, A. montance, A. rockinghamensis, além da A. moluccana, a qual é abordada
neste trabalho (VILLALOBOS, CASTELLANOS, 1992).

E uma éarvore de porte médio, com cerca de 20m de altura. A cor de sua
casca € castanha-acinzentada, com finas linhas verticais. Apresenta folhas simples,

palmadas, grandes, medindo até 30 cm, esbranquicada quando jovem, e com a
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idade adquire cor verde. Suas flores possuem 5 pétalas e medem cerca de 10-15cm,
com cor branca ou creme (ORWA et al.,, 2009). Os frutos sdo de verde para
amarronzado, medem cerca de 5-7 cm de largura e as sementes estdo contidas
dentro de uma concha dura, de cor preta e medem aproximadamente 2,5-3,5 cm de
comprimento (Figura 7) (ELEVITCH, MANNER, 2006).

A espécie vegetal A. moluccana L. Willd., € uma arvore exoética, natural da
Indonésia e largamente cultivada no Estado de Santa Catarina conhecida
popularmente como “Nogueira-da-india” ou “Nogueira-do-lguape”. Destaca-se pelo
seu uso medicinal no tratamento de Ulceras, febre, dor de cabega, asma,
conjuntivite, gonorréia, inflamacéo, hepatite, hiperlipidemia, antirreumético e suas
cascas como antitumoral, para diarreia sangrenta, disenteria, tratamento e
cicatrizacdo de feridas e erupcdes na pele, e como desintoxicante alimentar (CESCA
et al., 2012a; DUKE, 1991; PIO CORREA, 1984; PRAZAD et al., 2011).

O Oleo das sementes € usado, com modificacdes, para substituir o diesel, os
residuos sdo convertidos para alcool ou pirdlise e as suas cascas contém
aproximadamente de 4-6% de taninos (ORWA et al., 2009).

Os estudos fitoquimicos tém sido conduzidos principalmente com as partes
aéreas observando a presenca de triterpenos, esteroides, flavondides e lignanas
(LIU et al., 2007; LIU et al., 2008; MEYRE-SILVA et al., 1997, 1998, 1999).

Investigacdo realizada com extrato metandlico e fracdes de hexano das folhas
de A. moluccana, revelaram potencial analgésico em diferentes modelos
experimentais tendo como compostos majoritarios os flavonoides swertisina (1) e 2”-
O-ramnosil swertisina (2).0 composto 2-O-ramnosil swertisina apresentou efeito
analgésico cerca de 16 vezes maior que a Aspirina, sendo considerado marcador
fitoquimico das folhas desta planta (MATOS et al., 2011; MEYRE-SILVA et al., 1998;
1999).

A acdo de reducdo dos lipidos das folhas do extrato metandlico de
A.moluccana foi realizada em ratos com dieta hiperlipidica, com o objetivo de A.
moluccana diminuir os niveis de colesterol e triglicerideos em ratos com
hipercolesterolemia. Os resultados mostraram a reducao de lipidos pela inibicdo da
biossintese hepatica do colesterol e a reducédo da absorcéo de lipidos no intestino
(PEDROSA et al., 2002).
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Estudos demonstraram que a fracdo de diclorometano obtida das folhas e
cascas de A. moluccana apresentaram atividade antiviral e antibacteriana contra

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (QUINTAO et al., 2011).

Figura 7 - Fotos das partes aéreas de Aleurites moluccana. A-Arvore Aleurites moluccana;
B- Cascas; C-Frutos; D- folhas e flores.
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Fonte: Andrés E.L. Reyes, 2012. <www.esalq.usp.br/Trilhas/medicina/am19>

Em um estudo com extrato padronizado de A.moluccana com 3% do
marcador 2-O-ramnosil swertisina e para o outro flavonoide, a swertisina, mostraram

efeitos antinociceptivos, em um modelo experimental de sensibilizagdo mecanica
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inflamatoria, utilizando agente indutor diferente, como A-carragenina, CFA, ou PGE2
em ratos (QUINTAO et al., 2011).

A comparacao dos efeitos de extrato seco com o marcador fitoquimico e seu
derivado, com drogas clinicamente utilizado para tratar a inflamacao e dor revelaram
que a poténcia do extrato seco de A. moluccana € atribuida a partir destes dois
flavonoides. O medicamento a base do extrato foi transformado em comprimidos a
base de extrato seco de A. moluccana padronizado em 250 e 500 mg (CESCA et al.,
2012b).

Estudos realizados com o extrato etandlico de A. moluccana incorporado em
pomada base a 2% e 4% para tratar feridas e queimaduras mostrou uma atividade
notavel na aceleracdo do processo de cicatrizagao das feridas em ratos, reduzindo o
tempo de epitelizacdo e contribuindo para a sintese de colageno (PRAZAD et al.,
2011).

Uma investigacao fitoquimica preliminar realizada com extrato das folhas de
A. moluccana evidenciou a presenca do triterpendide moretenona (3), moretenol e [3-
sitosterol, este ultimo também isolado do caule da mesma planta (HUI, HOI, 1968).

Meyre-Silva e colaboradores (1997,1998), realizaram estudos com extrato
etandlico das folhas da A. moluccana, que levou ao isolamento do hidrocarboneto n-
hentriacontano (4), a mistura de triterpenos a-amirina (5) e B-amirina (6), estes dois
altimos muito conhecidos por apresentarem acéo anti-inflamatéria e os esteroides [3-
sitosterol (7) e stigmasterol (8). Da fragéo de diclorometano obtida das cascas de A.
moluccana foi isolado o Acido acetil aleuritdlico (9), que apresenta atividade
antibacteriana, antimicrobiana e também gastroprotetora com inibicdo de 50% das
lesdes (MATHABE, 2008; MEYRE-SILVA et al., 1997, 1998; PERTINO et al., 2007).

Com o extrato metandlico dos caules de A. moluccana, foram conduzidos
estudos que levaram ao isolamento de um cumarinolignéide denominado molucanin
(10), sendo derivado um da cumarina (SHAMSUDDIN et al., 1988).

Estudos realizados por Liu e colaboradores (2008) com os galhos e folhas de
A. moluccana, permitiram a identificacdo do acido molucanico (11), metil éster do
acido molucéanico e acido 6,7-dihidroximolucanico (12). Ambos foram testados de
atividade citotoxica in vitro contra Raji (Burkitt's linfoma) e HepG2 (carcinoma
hepatocelular) com linhagem de células humanas, porém ambos foram inativos

nesse sistema de testes.
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Derivados cumarinicos também foram isolados em pesquisas conduzidas com
os caules de A. moluccana levando ao isolamento de substancias como a aleuritina
(13) e 0 5,6,7 trimetoxi cumarina (14) (FOZDAR et al., 1989).

Nonaka e colaboradores (1990) realizaram pesquisas que permitiram o
isolamento de estruturas complexas como: aleuritina A (15), aleuritina B (16),
aleuritina C (17), corilagina (18), geranina (19) e &cido chebulagico (20) do extrato
das folhas de A. moluccana.

A partir das cascas de A. moluccana, foram realizados estudos fitoquimicos
que possibilitaram o descobrimento da estrutura quimica do acido aleuritdlico (21) e
o 3B- acetoxi-metil aleuritolato (22) (MISRA, KHASTGIR, 1970).

Pesquisas realizadas por Satyanarayana e colaboradores (2001) permitiram o
descobrimento de uma substancia da classe dos forbois, sendo denominado de 13-
O-miristil-20-O-acetil-12-deoxiforbol (23) a partir de A. moluccana.

Pesquisas feitas por Bittencourt (2003) com a fracdo de diclorometano obtida
a partir do extrato metanolico de A. moluccana revelaram a presenca de um
diterpeno da série rara de cleistantol chamado espruceanol (24).

Uma investigacao preliminar com cascas de A. moluccana, a partir da fracéao
de diclorometano, levaram ao isolamento de um sélido branco, que apds anélise
espectral foi caracterizado como o acido atrarico (25) (BITTENCOURT, 2003).

A partir do extrato etandlico das folhas de A.moluccana foram realizados
estudos fitoquimicos que levaram ao isolamento da estrutura quimica de um
composto da classe dos megastigmanos chamado reosideo (26). Esta classe de
compostos possui significantes atividades biol6gicas como antitumoral, antialérgica,
antibacteriano e antinociceptivo (DA-SILVA et al., 2012).

Recentemente estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa com a
espécie vegetal A.moluccana validaram a estabilidade de um método por HPLC-UV,
previamente desenvolvido para a analise da flavondide 2 "-O-rhamnosyl swertisina,
sendo totalmente validado com a inclusdo também da swertisina. Foi analisado
também um suporte solido para a aplicacdo de dispersédo da matriz em fase solida
para a extracdo de flavonoides de A.moluccana (CESCA et al., 2012b; STENGER et
al., 2009).

Outro estudo foi desenvolvido para avaliar a estabilidade e eficacia de um
medicamento contendo 0,5 e 1,0% de extrato seco padronizado de A. moluccana

para uso topico no tratamento de dor, inflamacao e feridas onde os resultados pré-
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clinicos mostraram que foram obtidos os efeitos esperados neste estudo (CESCA et
al., 2012a).

Esta espécie vegetal tem sido alvo de extensas pesquisas cientificas na
Universidade do Vale do Itajai o que culminou na solicitacdo de pedido de patente
sob o numero NPI 020070151574 em colaboracdo com industria farmacéutica
Eurofarma. A presente invengcdo se refere a uma composi¢cao farmacéutica
compreendendo o extrato de A. moluccana com propriedades analgésicas, anti-
inflamatorias e antipiréticas, bem como a um método de preparacdo da mesma. Este
projeto entre o laboratério e a universidade s6 deram mais énfase a importancia
desta espécie vegetal, onde também é notada a importancia de esclarecer sua

composicdo quimica e suas atividades biolégicas, através de estudos fitoquimicos e

farmacoldgicos.

(1) (2)

CH3 (CH2)29CH3

3) (4)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Material vegetal:

As cascas e folhas de A. moluccana L. Willd, foram devidamente identificadas
pelo Prof. Dr. Ademir Reis através de exsicata depositada no Herbarium Barbosa
Rodrigues, lItajai-SC, sob o numero VC Filho 001. Os materiais vegetais foram
coletados em Tijucas-SC, as cascas no més de dezembro de 2011 e as folhas em
julho de 2008 e submetidos a secagem em estufa de circulacdo de ar na
temperatura maxima de 40°C durante 3 dias e trituradas utilizando-se moinho de

facas.

4.1.2 Reagentes

O perfil cromatografico dos extratos e fragcdes obtidos foram avaliados através
de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para a escolha e direcionamento do
procedimento de purificacdo. Para esta analise inicial foram utilizadas placas de
silica gel 60 GF 254 (Merck).

As placas foram borrifadas com reveladores especificos para cada grupo
quimico como anisaldeido sulfarico (esteroides e/ou terpenoides) e acido sulfurico a
10% em etanol (revelador universal).

Para Cromatografia em Coluna (CC), foi utilizada silica gel (0,063 — 0,200
mesh) Merck como suporte. O didmetro e a altura das colunas variaram de acordo
com a quantidade de material adsorvido. As elui¢cdes foram realizadas com solventes
organicos de pureza analitica com polaridade crescente, sendo eles hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, além destes para o uso em atividades
cotidianas do laboratorio foram utilizados acetona e cloroférmio provenientes dos
Laboratorios Dinamica e Vetec.

Nas andlises de RMN de *H e RMN de 13C foram utilizados cloroformio
deuterado (pureza 99,8%) procedentes da Cambridge Isotope Laboratories Inc.

Todos o0s reagentes, solventes e suportes cromatograficos utilizados para a

purificacdo dos compostos foram adquiridos comercialmente da Dinamica® ou
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VETEC® com recursos de projetos realizados pelo NIQFAR-UNIVALI.

A fracdo de interesse foi submetida a purificacéo através de cromatografia em
coluna (CC) utilizando eluentes com aumento gradativo de polaridade. As sub-
fracbes obtidas analisadas por CCD que se apresentarem semelhantes foram
reunidas e submetidas novamente a CC. Este procedimento foi repetido até a
obtencdo de substancias puras observadas por CCD com a apresentacao de uma

Gnica mancha na placa cromatografica.

4.1.3 Equipamentos

Os extratos foram concentrados para obtencéo do residuo seco no rotavapor
TECNAL TE-211 com controle de temperatura de 45°C.

Para a observacdo da fluorescéncia dos compostos por CDD, foi utilizada
radiacao ultravioleta Minerallight (A = 254 e 366 nm).

Os espectros de RMN de *H e RMN de 3C foram obtidos em espectrometro
BRUKER AC-300F 300 MHz, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS)
ou o proprio solvente para o aparelho da Univali e o equipamento VARIAN®, modelo
Mercury Plus, operando a 300,06 MHz para o *H e 75,45 MHz para 13C, tendo como
referéncia interna o tetrametilsilano (TMS), sendo a elucidacdo dos dados auxiliada
pelas técnicas de RMN Dept, HMBC, HMQC e COSY, estes trés ultimos foram
realizados na cidade de Maringa-PR, utilizando para as analises de RMN
um espectrémetro varian, modelo Mercury plus 300, que opera a 300 MHz para

o nucleo de *H e 75 MHz para o nucleo de **C.

4.2 Obtencao do extrato e fracdes das cascas

Inicialmente foi avaliado a melhor forma de extracdo dos compostos de
interesse. Neste sentido foram realizados os procedimentos de extracdo descritos
abaixo:

1) As cascas secas e trituradas de A. moluccana (8,258g) foram submetidas a
procedimento extrativo utilizando metanol (MeOH). A maceracéo foi de 5 dias, apés
este periodo, o liquido extrator foi removido e submetido a evaporacao do solvente
utilizando evaporador rotativo sob pressao reduzida a temperatura maxima de 45°C

até obtencao de residuo seco.
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O extrato metandlico concentrado foi ressuspendido em mistura de etanol:agua
na propor¢cdo 7:3 e submetido ao fracionamento com particdo liquido-liquido
utilizando solventes de polaridade crescente como n-hexano (H), diclorometano
(DCM) e acetato de etila (AcOEt). As fracOes obtidas foram submetidas ao
evaporador rotatério sob presséo reduzida para a obtencéo do residuo seco.

2) As cascas secas e trituradas de A. moluccana (8,073g), foram submetidas ao
procedimento extrativo, utilizando inicialmente H durante 5 dias, apés este periodo o
liquido extrator foi removido utilizando evaporador rotativo sob presséo reduzida a
temperatura méxima de 45°C até obtencdo de residuo seco e posteriormente a
planta foi remacerada com H por mais 5 dias. O mesmo procedimento extrativo foi

realizado com solventes de polaridade crescente como DCM, AcOEt e MeOH.

4.3 Obtencéao do extrato e fracdes das folhas

As folhas foram submetidas a secagem em estufa de circulacdo de ar na
temperatura maxima de 40 °C durante 3 dias e trituradas utilizando-se moinho de
faca, obtendo-se 1,5 kg. O material vegetal foi submetido a extracdo utilizando
solvente metanol por sete dias. Apds este periodo o extrato metandlico foi filtrado e
submetido a concentracdo utilizando evaporador rotatério sob pressao reduzida na
temperatura maxima de 45 °C para obtencéo do extrato metandlico mole.

Com o propésito de separar os compostos por diferenca de polaridade o
extrato metandlico foi ressuspendido em uma mistura de solventes, etanol:agua (7:3)
e submetido a particdo liquido-liquido utilizando solventes com aumento de
polaridade: H, DCM e finalizando com AcOEt. As fracbes obtidas foram submetidas

ao evaporador rotatorio sob pressao para a obtencéo do residuo seco.

4.4 Purificagdo do extrato de hexano e fragdes das cascas de A. moluccana

O processo de purificagcdo com o extrato de H foi realizado por cromatografia
em coluna (CC) utilizando silica gel 60 GF 254 (Merck) como fase estacionéria. A fase
movel utilizada na primeira e segunda CC foi com H 100%, mistura de hexano e
acetato de etila, com aumento gradativo de polaridade. As fragGes foram reunidas de

acordo com o perfil cromatografico e reveladas com anisaldeido sulfrico. O
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procedimento foi repetido até a obtencdo de substancias com elevado grau de pureza
gue pudessem ser analisadas por RMN.

Na terceira coluna foi utilizada como fase movel DCM: Acetona 99:1, com
polaridade crescente, iniciando com DCM 100%, passando por DCM: Acetona 99:1 e
revelado com anisaldeido sulfarico. As fragcdes foram reunidas de acordo com o perfil
cromatografico e encaminhadas para analise por RMN.

4.5 Purificagéo das fracdes de DCM obtidas das folhas de A. moluccana

Foi realizada a extracdo de 1,5kg de planta com o solvente metanol que
resultou no extrato bruto, este foi ressuspendido em etanol:agua (7:3) e submetido a
particdo liquido-liquido utilizando solventes com aumento de polaridade, fracdo de H,
fracdo de DCM e fracdo de AcOEt. Por apresentar maior rendimento e com o intuito
de isolar substancias apolares, a fracdo escolhida para a purificacao foi a de DCM.

A fracdo de diclorometano foi submetida a cromatografia aberta utilizando
como fase estacionaria silica gel 60 e como fase mével H com aumento gradativo de
polaridade com o incremento de AcOEt.

Com o intuito de obter maiores quantidades de outro triterpeno de interesse
bioldgico (a,B-amirinona), uma nova coluna cromatografica foi realizada a partir de
fracbes enriquecidas deste triterpeno obtidas pela académica do mestrado de
Ciéncias Farmacéuticas da Univali, Vanessa D. Claudino.

A fracdo enriquecida (66,30 g) foi submetida a purificacdo utilizando coluna
cromatografica aberta, silica gel 60 como fase estacionaria e como fase moével n-
hexano com aumento gradativo de polaridade pelo uso de acetato de etila e

finalizando com etanol.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracgao e perfil cromatografico das cascas de A. moluccana

Os extratos e fracbes das cascas foram submetidos a avaliagdo do perfil
cromatografico utilizando cromatoplaca de silica gel 60 F254, distintos sistemas de
eluentes e reveladores especificos para cada classe quimica de compostos, além da
avaliacao do rendimento em relagéo ao material vegetal seco de partida.

Com relacao ao sistema de extracdo observa-se que a parti¢édo liquido-
liguido apresenta algumas diferencas em relacdo a composicdo quimica quando
comparado ao sistema de extracao direta, ambos extraidos com H e posteriormente
com DCM por 24h. Como apresentado na figura 8 observa-se uma quantidade maior
de substancias extraiveis para o extrato de H e DCM quando comparada com as

fracOes de mesma polaridade.

Figura 8 - Avaliacdo do perfil cromatografico das cascas de A.moluccana utilizando
cromatoplaca de silica gel 60 F254. 1-Fracdo de H; 2- Extrato de H; 3-
Fracdo de DCM; 4-Extrato de DCM.

b — R—

Nota: Eluente: H: AcOEt 7:3. Revelador: UV, Solucdo de Anisaldeido sulfurico 10%
a quente.
(20mg/ml / aplicagéo 10ul)

A placa mostra uma concentracdo maior do composto com Rf: 0,32, que se
trata do acido acetil aleuritélico sendo o composto majoritario da planta.

Outra ferramenta utilizada para a escolha do melhor sistema de extracéo foi a
analise do rendimento dos extratos e fracbes. Como pode ser observado na tabela

1, o método de extracao direta forneceu um maior rendimento principalmente para o
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extrato de H e DCM. Esta informagéo vem de encontro ao observar por CCD onde

pode-se evidenciar um maior numero de substancias.

Tabela 1- Massa e rendimentos dos extratos e fragdes obtidos das cascas de A. moluccana.

Particéo liquido-liquido Extragcéo direta

Rendimento Rendimento Rendimento Rendimento

(9) (%) (9) (%)
Material vegetal 8,0733 8,2585 g
Hex 0,0303 0,375 % 0,0398 g 0,482%
DCM 0,0244 0,302 % 0,0325¢g 0,393 %
AcOEt 0,0085 0,105 % 0,0210g 0,254 %
MeOH - - 0,3570g 4,322%

Devido ao maior rendimento e interesse dos compostos apolares exibido pelo
método de extracdo direta optou-se por esta metodologia para dar continuidade aos
estudos fitoquimicos. Pelo interesse do isolamento da classe dos terpenoides, pois
seria mais facil o isolamento das substancias apolares e como se tratava do inicio

dos estudos com as cascas, foi escolhido o extrato de hexano.

5.2 Identificacdo do AMCP

Ao concentrar o extrato de n-hexano no evaporador rotatério foi observado a
formacao de um precipitado branco, o qual foi previamente denominado de AMCP.
A substancia foi submetida ao procedimento de lavagem com n-hexano e analisada
por CCD utilizando padrdes de substancias anteriormente isolada das folhas desta
espécie vegetal como o triterpeno a,B-amirina, o esterdide [(-sitosterol e o acido
acetil aleuritélico (AAA). Pode-se observar que o precipitado isolado apresentava o
mesmo valor de fator de retencdo (Rf= 0,32) quando comparado ao padrao do acido
acetil aleuritélico, apresentando uma Unica mancha.

O composto isolado resultou em 16,2 mg sendo submetido & caracterizagédo
estrutural através de anélises de RMN de *H e de **C, Dept.

Através da andlise dos dados e comparacdo com dados descritos na

literatura, o AMCP pode ser caracterizado como sendo o &cido acetil aleuritélico
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(Tabela 2) (figura 9), apresentando 0,2% de rendimento quando comparada com o

material vegetal seco.

Figura 9 — Estrutura molecular do &acido acetil aleuritélico.

29 30

Os dados espectrais de RMN *H (Figura 10) mostraram um duplo dubleto em
aproximadamente em 4,5 ppm referente a substituicdo do grupo acetil em C-3 do
AAA, em 55 ppm caracteriza um hidrogénio olefinico H-15 e o simpleto em
aproximadamente 2,1 ppm é caracteristico do hidrogénio do grupo acetil ligado ao
C-3.

No espectro de RMN do *3C (Figura 11) observa-se em 184, 29 ppm, sinal do
grupamento acido ligado ao C-17 (51,48 ppm), em 171,02 ppm referente a carbonila
do grupo éster em C-3 (80,87 ppm) (Figura 12 e 13) e os sinais em 160,54 e
116,85ppm caracterizam o grupo olefinico atribuidos aos C-14 e C15,
respectivamente. Todos estes dados sdo condizentes quando comparado com a
literatura conforme apresentado na tabela 2.

No espectro de Dept (Figura 12) percebe-se a presenca em 80,87 ppm o sinal
do C-3 ligado ao grupo éster, e em 116,85 um sinal do C-15 que faz um dupla

ligagéo no anel.



54

Figura 10- Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCI;/TMS) do AMCP .
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Figura 11 - Espectro de RMN-'3C (75,5 MHz, CDCls/TMS) do AMCP.




Figura 12- Espectro de RMN-"*C/Dept (75,5 MHz, CDCl,/TMS) do AMCP.
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Tabela 2. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de RMN *H e *C para o AMCP e

dados da literatura para o &cido acetil aleuritdlico.

Posicdo 8 RMN-"C do RMN-"°C do
C AMCP/Dept AAA"
1 37,34 (CH,) 37,45
2 23,43 (CH,) 23,50
3 80,87 (CH) 80,92
4 37,67 (-) 37,71
5 55,55 (CH) 55,66
6 18,71 (CH,) 18,77
7 40,70 (CH,) 40,83
8 39,03 (-) 39,08
9 49,03 (CH) 49,13
10 37,92 (-) 37,98
11 17,28 (CH,) 17,33
12 33,29 (CH,) 33,36
13 37,38 (-) 37,36
14 160,54 (?7?) 160,58
15 116,85 (CH) 116,87
16 31,25 (CH,) 31,37
17 51,48 (-) 51,50
18 41,33 (CH) 41,48
19 35,30 (CH,) 35,40
20 29,69 (-) 29,31
21 33,63 (CH,) 33,73
22 30,66 (CH,) 30,76
23 27,93 (CHy) 27,98
24 16,57 (CHa) 16,60
25 15,63 (CH3) 15,64
26 26,18 (CH3) 26,19
27 22,44 (CHy) 22,48
28 184,29 (-) 184,18
29 31,82 (CHa) 31,90
30 28,62 (CHy) 28,66
CHs 21,29 21,25
co 171,02 170,93
Solvente CDCl; CDCl;

Fonte: GIL et al., 2008

O acido acetil aleuritélico ja foi isolado anteriormente desta espécie vegetal e

também observado em outras plantas como Croton cajucara, Spirostachys africana,
Jatropha isabelli e Croton uracurana (MATHABE, et al., 2008; PERAZZO et al.,
2007; PERES et al., 1997; PERTINO et al., 2007).

Estudos realizados com o AAA tem revelado atividade antibacteriana contra

diferentes bactérias patogénicas gram positiva e gram negativa e gastroprotetora

com inibicdo de 50% das lesdes podendo ser esta ultima, a inibicdo atribuida devido
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ao potencial anti-inflamatorio e analgésico exibido pelo AAA quando avaliado pelo
método de inducdo por acido cloridrico/etanol (GIL, et al., 2008; MATHABE, et al.,
2008; MEYRE-SILVA et al., 1997; 1998; PERTINO et al., 2007).

5.3 Identificagdo do AMC 07-16 e AMC 17-36.

Dando continuidade ao processo de purificagdo com o extrato de H (1,859)
inicialmente foi realizado cromatografia em coluna (CC) e identificado como
procedimento CC1, totalizando 269 fracdes coletadas (Figura 13), sendo reunidas de
acordo com o perfil cromatogréfico. O procedimento foi repetido até a obtencdo de
substancias com elevado grau de pureza que pudessem ser analisadas por RMN.
Desta maneira foi realizada a segunda coluna cromatografica (CC2) a partir da fracéo
159-191 (205,7mg) da CC1 que apresentou um bom perfil cromatografico e foi
submetida a purificacdo, sendo esta ressuspendida em DCM para a preparacao da
pastilha em silica gel e submetida a cromatografia em coluna.

Deste procedimento obteve-se 142 fracbes (Figura 13) que foram reunidas de
acordo com o perfil cromatografico dando origem a terceira coluna cromatogréafica
(CC3), onde foi avaliado o perfil cromatografico por CCD das fracdes 22-23 e 24-34
da CC2 que mostraram-se semelhantes comparando o Rf, portanto foram reunidas
para obter maior rendimento do proximo procedimento, formando a fracdo 22-34
(21,5mq) que apresentou um bom perfil cromatografico e foi submetida a purificacdo
sendo esta ressuspendida em diclorometano para a preparacdo da pastilha em silica
gel e submetida a cromatografia em coluna.

Desta CC foram coletadas 49 fracfes (Figura 13) que foram reunidas de
acordo com o perfil cromatografico. Ao serem avaliadas por CCD dois compostos se
apresentaram puros, com aspecto oleoso de cor amarelo castanho sendo
denominadas de AMC 07-16 e AMC 17-36.
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Figura 13- Fluxograma do procedimento de purificagdo com o extrato de hexano
obtido das cascas de A.moluccana.

Cascas Secas

860g
H DCM AcOEt MeOH
1,8518g 6,2047g 3,0390g 12,427g
Ext. Hex. Ppt. Hex
1,850g | 0,0162g
|
1
cc1
| |
01-09 10-19 20-48 49-61 62 63-79 80-96 97-99 100-105
76,6mg 56,6mg 57,1mg 40,7mg Omg 195,5mg 87,7mg 56,2mg 22,5mg
106-115 116-128 129-158 159-191 192-193 194-233 234-252 253-260 261-269
97,7mg 20,7mg 155,1m 246,5mg 54,5mg 142,1mg 111,3mg 151mg 65,2mg
cc2
| |
01-18 19-21 22-23 24-34 35-47 48-49 50-62 63-70 71-81 82-85
3,7mg 3,9mg 18,2mg 33,3mg 4,6mg 0,6mg img 1,6mg 2,3mg 1,8mg
86-91 92-93 94-112 113-137 138 139 140-142
1,4Amg img 2,Amg 2,7mg 1,5mg 0,2mg 0,5mg
CC3 (Fr: 22-34)
01-02 03-06 07-16 17-36 37-49
2.1me 3.2me 12.2me 10,1mg 3,9mg

Com o intuito de caracterizar suas estruturas as substancias AMC 07-16 e
AMC 17-36 foram encaminhadas a analise espectral como Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN-1H), Carbono 13 (RMN-13C) e Dept.

Do composto AMC 17-36 foi isolado a quantidade de 10,1mg com Rf de 0,24
e através da andlise dos dados e comparacdo com as substancias previamente
isoladas e descritas na literatura, o composto foi caracterizado como sendo o
Sonderianol (Tabela 3) (Figura 14), apresentando 0,12% de rendimento quando

comparado com as cascas secas.
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Figura 14- Estrutura molecular do Sonderianol.

O espectro de RMN-'H (Figura 15) mostra um duplo dubleto em 5,21 e 5,57 ppm,
atribuido aos hidrogénios da dupla ligacdo do H-16 confirmado pelo sinal caracteristico de
carbono secundario =CH, no RMN-C (Figura 16), evidenciado no dept em 119,8 ppm
(Figura 17). H4 o aparecimento de um simpleto em 6,63 ppm atribuido ao hidrogénio ligado
ao C-15 em 135,3 ppm, um simpleto em 6,68 ppm referente ao H-11 e um simpleto em 2,17
ppm referente aos hidrogénios ligados ao grupo metila no C-17.

No espectro de RMN-'3C (Figura 16) € possivel observar a presenca de um sinal
em 152,2 ppm referente ao C-12 ligado ao grupamento hidroxi (OH) e outro sinal em 217,4
ppm correspondente ao C-3 do grupo cetona. Abaixo encontram os dados espectroscépicos
do composto isolado em comparagéo ao diterpeno sonderianol (Tabela 3).

Figura 15 - Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCI,/TMS) do AMC 17-36 .

MJ_'JL_._M_F_LJL_HMW ot ‘«hx___J_
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Figura 16- Espectro de RMN-"C (75,5 MHz, CDCIy/TMS) do AMC 17-36.

Figura 17 - Espectro de RMN-'3C/Dept (75,5 MHz, CDCly/TMS) do AMC 17-36.
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Tabela 3. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de RMN *H e *C parao AMC 17-36
e dados da literatura para o Sonderianol

Posicdo 5 RMN-'H do RMN-"H do 5 RMN-C do RMN-2C do
AMC 17-36 Sonderianol*  AMC 17-36/Dept Sonderianol’

1 1,67-1,95 (CH2) 1,66-1,94 37,8 38,2
2 2,36-2,83 (CH,) 2,36-2,82 34,6 34,9
3 -(9) - 217,4 219,7
4 -0) - 47,3 47,6
5 2,36-2,83 (CH) 2,36-2,82 50,5 50,5
6 1,67-1,95 (CHy) 1,66-1,94 20,3 20,5
7 2,36-2,83 (CH,) 2,36-2,82 29,2 29,4
8 -() - 125,1 125,7
9 - () - 139,2 140,1
10 -(9) - 37,5 37,6
11 6,68 (CH) 6,68 111,4 111,2
12 -() - 152,2 153,4
13 -() - 121,7 120,8
14 - () - 146,3 146,6
15 6,63 (CH) 6,60 135,3 136,2
16 521e557(CH;) 5,23e5,55 119,8 120,5
17 2,17 (CHs) 2,2 12,8 13,1
18 1,15 (CHjy) 1,15 24,6 24,7
19 1,12 (CHy) 1,12 26,8 26,9
20 1,30 (CHs3) 1,29 21,0 21,2

Solvente CDCl, CDCl, CDCl;, CDCl;,

Fonte; ARAUJO-JUNIOR et al., 2004

O Sonderianol foi previamente isolada a partir de outras plantas como
Petalostigma pubescens, Croton moritibensis, Croton salutaris e Croton sonderianus
(ARAUJO-JUNIOR, et al., 2004; CRAVEIRO; SILVEIRA, 1982; GRACE, et al., 2006;
ITOKAWA et al., 1991) sendo a primeira vez isolado do género Aleurites. Estudos
biolégicos conduzidos com esta substancia contra células leucémicas de ratos
revelaram inibicdo de 100% do crescimento celular numa concentracao de 50ug/ml e
exibindo moderada toxicidade contra ceélulas cancerigenas hepaticas dos ratos
(GRACE, et al., 2006).

Além do composto supracitado a partir do procedimento cromatografico
utilizando a fase moével H : Acetona na proporcdo de 99:1 pode-se evidenciar por
CCD o isolamento de outro composto com Rf de 0,43 denominado previamente



62

como AMC 07-16 (12,2mg). Este composto apresentou-se como um 6leo de cor
castanha com um rendimento de 0,15% quando comparado com as cascas secas. A
partir da analise espectral pode-se caracteriza-lo como sendo o derivado do

sonderianol (Figura 18) quando comparado com a literatura (Tabela 4).

Figura 18 — Estrutura molecular do derivado do Sonderianol.
OH
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No espectro de RMN-'H (Figura 19) do derivado do sonderianol é observado
um simpleto em 3,85 ppm, atribuido ao hidrogénio do grupo metéxi (OCHj3), o qual
n&o é encontrado no espectro de RMN-'H do sonderianol.

No espectro de RMN-*C (Figura 20) observa-se a presenca de um sinal em
55,8 ppm atribuido ao grupo metéxi que também é observado no Dept (Figura 21)
nesta mesma regido como CHgj, nesta mesma regido, sendo este sinal muito
importante para diferenciar estes dois compostos, pois ndo € encontrado no dept do
sonderianol.

As estruturas do sonderianol e de seu derivado sdo semelhantes, porém
alguns sinais demonstram suas diferencas estruturais como ligacdo dupla do C-16
do sonderianol em 119,8 ppm, que esta ausente no espectro de RMN-=C do seu
derivado. Outra diferenca esta relacionada ao C-14 do sonderianol em 146,6 ppm no
RMN-*C que ndo pode ser observado no Dept pois se trata de um carbono
quaternario. Por outro lado no derivado do sonderianol, por apresentar um carbono

terciario mostra um sinal em 110,5 ppm



63

Figura 19 - Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCI;/TMS) do AMC 07-16.
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Figura 20 - Espectro de RMN-*3C (75,5 MHz, CDCIl;/TMS) do AMC 07-16.
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Figura 21 - Espectro de RMN-*3C/Dept (75,5 MHz, CDCly/TMS) do AMC 07-16.

Figura 22 - Espectro de HMBC (75,5 MHz, CDCI5/TMS) do AMC 17-36.
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Os dados que evidenciam a posi¢cao do grupo metdxi no anel aromatico sao
0s cruzamentos dos sinais no espectro de HMBC (figura 22). Neste espectro, é

possivel observar a interacdo dos hidrogénios do grupo metoxi na regido de 3,85
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ppm com o C-12 e C-13 em 143,8 e 144,7 ppm, respectivamente. A interacdo mais
forte entre estes hidrogénios com o C-13, sugere a provavel ligagdo do grupo metoxi
com este carbono.

Esta substancia ja foi previamente isolada dos galhos e folhas desta espécie
vegetal, porém ndo foram realizados estudos farmacoldgicos para avaliar seus
efeitos bioldgicos (LIU et al., 2007).

Tabela 4. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de RMN *H e *C parao AMC 17-36

e dados da literatura.

gHSQC gCOSY gHMBC
nC s °C 8 *H (m, J em Hz) HxH H-C § °C (lit.)*
1 37,6/CH, 2,40 (ddd; 13,2; 7,5; 4,2) H1la; H2 38,8 (CH),)
1,87 (m) Hlb; H2
2 34,6/CH, 2,63-2,51 (M) Hila; H1b C3 35,5 (CH,)
3 217,3/C - - 220,2 (-)
4 47,3/C - - 48,4 ()
5 50,7/CH 1,88 (m) - 52,1 (CH)
6 20,4/CH, 1,80-1,70 (m) H7 21,5 (CH,)
7 30,6/CH, 2,87-2,79 (m) H6 Cc8 31,5 (CH,)
8 126,3/C - - 127,9 ()
9 140,2/C - - 141,0 ()
10 36,9/C - - 38,0 (-)
11 111,2/CH 6,81 (s) - C10, C13,C8  113,1 (CH)
12 143,8/C - - 147,2 ()
13 144,7/C - - 145,7 (-)
14 110,5/CH 6,52 (S) - C7,C12,C9  112,6 (CH)
18 26,9/CH, 1,16 (s) - C19 27,4 (CH,)
19 21,0/CHs 1,13 (s) - C3,C4,C5,C18 21,4 (CHy)
20 24,5/CHj 1,27 (s) - C9 24,9 (CH,)
OMe  55,8/CHs 3,85 (s) - C13, C12 56,3 (CH,)
Solvente CDCl; CDCl, CDCl, CDCl,4
Fonte: LIU et al., 2007.
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5.4 Identificacdo da substancia AMEUF 489

O intuito de trabalhar com as folhas foi de caracterizar a composicao quimica
desta planta e isolar substancias ja conhecidas e destas desvendar suas
propriedades quimicas, assim auxiliando nos estudos farmacolégicos.

Da extragéo de 1,5kg das folhas desta planta com o solvente metanol resultou
em 73,6989 de extrato bruto. Posteriormente este foi ressuspendido em etanol:agua
(7:3) e submetido a particdo liquido-liquido utilizando solventes com aumento de
polaridade resultando na fracdo de H (6,709) , fracdo de DCM (39,85q) e fracdo de
AcOEt (11,3g). Por apresentar maior rendimento e com o intuito de isolar
substancias apolares, o extrato que foi escolhido para a purificagdo foi o de DCM.

A fracdo de DCM foi submetida a cromatografia aberta utilizando como fase
estacionaria silica gel 60 e como fase mével H com aumento gradativo de polaridade
com o incremento de AcOEt. As fragOes coletadas foram monitoradas utilizando-se
CCD. A partir do procedimento cromatografico foram coletadas 82 fracdes

agrupadas por semelhanca de perfil cromatografico (Figura 23).

Figura 23 - Esquema de purificacdo da coluna cromatogréfica 1.

DCM
39,85g
cc1
|
01-27 | 28-29 | 30-47 | 48-49 | 48ppt 50-58 59-65 66-77 | 78-81 82
0,3495g | 0,051g | 0,493g | 3,733g | 0,0223g | 7,020g | 7,020g | 69155 | 2,8g | 12,168¢

A substéncia denominada 48 (22,3 mg) por apresentar formacéo de cristais foi
submetida a lavagem utilizando acetona que a partir da filtracdo possibilitou a
obtencdo de uma substancia pura por apresentar uma Unica mancha quando
observada por CCD. Esta substancia denominada previamente como AMEUF489 foi
encaminhada & andlise espectral de ressonancia magnética nuclear de H e **C,
Dept. Posteriormente os dados do composto foram comparados com os da literatura
e com padrdoes previamente isolados, tratando-se da mistura do triterpeno a,p-

amirina (Tabela 5) (Figura 24).
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Figura 24 — Estrutura molecular da mistura de triterpeno a,3-amirina
respectivamente.

H,C
23

O espectro de RMN-H! (Figura 25) mostra a presenca de um dubleto em 5,2-
5,3 ppm atribuido ao hidrogénio da dupla ligagdo no C-12 os quais sao observados
no RMN-C*® (Figura 26) do C-12 (121,6-124,3 ppm) e C-13 (139,5-145,1 ppm).
Outro sinal importante do RMN-C*? encontra-se em 79 ppm pertencente ao C-3,
caracteristico de carbono ligado a hidroxila, este sinal também pode ser observado

no Dept, (Figura 27) indicando um carbono terciario.

Figura 25 - Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCls/TMS) do AMEUF489.
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Figura 26- Espectro de RMN-C (75,5 MHz, CDCIy/TMS) do AMEUF489.

SLE o R URIYRNFO WSROI L Re——" M
T ™ ™ L T ™ J| " LA T ™ T .-I- .-I- i T T JI_\. T L T

Figura 27 - Espectro de RMN-13C/Dept (75,5 MHz, CDCI3/TMS) do AMEUF489.
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Tabela 5. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de RMN **C para o AMEUF489 e
dados da literatura para 3 3 -OH amirina e 3 a -OH amirina.

3B-OH 3a-OH
Posicéo AMEUF489 B-amirina**C & a-amirina™>C &
1 38,7 (CHy) 38,7 38,7
2 27,2 (CH,) 27,3 27,2
3 79,0 (CH) 79,0 78,3
4 38,5 (-) 38,8 38,7
5 55,1 (CH) 553 55,2
6 18,3 (CH,) 08,5 18,3
7 32,8 (CHy) 32,8 32,9
8 39,5 (CH) 38,8 40,0
9 47,7 (-) 47,7 47,7
10 36,8 (CH) 37,6 36,9
11 23,6 (CH,) 23,0 23,3
12 121,6-124,3 (CH) 121,8 124,3
13 139,5/145,1 (-) 145,1 139,3
14 41,4 () 41,8 42,0
15 26,8 (CH,) 26,2 28,7
16 27,0 26,6
17 32,5 33,7
18 47,5-59,0 (CH) 47.4 58,9
19 39,6 (CH) 46,9 39,6
20 31,2-39,5 (CH) 31,1 39,6
21 34,7 (CH,) 34,8 31,2
22 41,5 (CH,) 37,2 41,5
23 28,7 (CH5) 28,2 28,1
24 15,5 15,6
25  154-156 (CHs) 15,6 15,6
26 16,7 (CHa) 16,9 16,8
27 23,5 (CHs) 26,0 23,3
28 28,3 (CH5) 284 28,1
29 17,4 (CHy) 33,3 17,4
30 21,3-23,6 (CHy) 23,7 21,3

*BITTENCOURT, 2003.

As fragbes (39-47, 471 sobrenadante, 48-57) foram avaliadas por CCD
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utilizando padrdo auténtico das substancias previamente isoladas desta espécie
vegetal e exibiram a presenga da mistura de triterpenos a,B-amirina porém com
certo grau de impureza, necessitando de futura purificacao.

Esta substancia trata-se de um triterpeno, classe quimica que ocorre
naturalmente em plantas superiores possuindo comprovadas propriedades anti-
inflamatdria, antinociceptiva, hepatoprotetor, e anti-alérgica (SOLDI, et al., 2008).

Estudos demonstraram que a mistura de a,3-amirina apresenta atividade anti-
inflamatoria e atividades gasto protetoras, em camundongos e ratos (OLIVEIRA et
al., 2004).

Outro estudo mostrou um efeito protetor da mistura a,3-amirina contra lesées
hepaticas provocadas pelo paracetamol quando avaliada em camundongos
(OLIVEIRA et al., 2005).

O sobrenadante obtido da fragcdo 48-49 (3,733g) da primeira coluna foi
submetida ao processo de lavagem e que resultou na obtencdo de mais precipitado
isolado anteriormente identificado posteriormente como sendo a mistura de
triterpenos a,B-amirina. O restante desta fracdo que se apresentava com pequena
contaminacéo foi submetida & purificacdo, onde foi ressuspendida em cloroférmio
para a preparacdo da pastilha em silica gel e submetida a cromatografia em coluna
utilizando-se como fase mével H: AcOEt, com polaridade crescente, iniciando com H
100%, passando por H: AcOEt 99:1, 98:2, 95:5, 70:30 e finalizando com AcOEt
100%.

Ao longo do procedimento, a coluna cromatografica totalizou 110 fracdes que
foram reagrupadas através da analise por CCD por semelhanca do perfil
cromatografico. As fracdes (39-47, 471 sobrenadante, 48-57) foram avaliadas por
CCD utilizando padrdo auténtico das substéncias previamente isoladas desta
espécie vegetal onde as mesmas revelaram conter nas fragcbes a a,B-amirina.

As fracdes (21-22 e 23-28) quando analisadas por CCD apresentaram grande
quantidade da mistura de triterpenos a,B-amirina reveladas pela intensidade da
mancha desenvolvida na cromatoplaca, sendo assim as mesmas foram agrupadas
para que fosse realizado mais um procedimento cromatografico com intuito do
isolamento. A fracdo (21-28) (0,4094 g) foi ressuspendida em cloroférmio para a
preparacdo da pastilha e submetida a cromatografia em coluna utilizando-se como

fase movel H: AcOEt, com polaridade crescente, iniciando com H 100%, H: AcOEt
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98:2, 95:5, 90:10, 80:20, 70:30, 50:50, finalizando com AcOEt 100%, totalizando 138

fragbes como mostra a figura 28.

Figura 28 - Esquema de purificagdo da CC2 e CC3 das folhas.

cc2

Fr: 48-49
(3,733g)

0-20 21-22 23-28 29-39 | 39-47 |471sob | 48-57 | 58-66
0,0155g | 0,3133g | 0,0961g | 0,4688g | 0,2358g | 0,2843 | 0,7651g | 0,3285g

67-75 | 76-99 | 100-110
0,0518g | 0,336g | 0,29

Ccc3

21-28
(0,4094¢g)

0-12 13-25 26 27-28 | 29-30 31-33 34-36 37-38 39-42 43-47
0,0028g | 0,0011g | 0,0379g | 0,0075g | 0,0502g | 0,0123g | 0,0077g | 0,0058g | 0,0068g | 0,0340g

48 49-61 62-68 | 69-79 80-92 | 93-100 | 101-118 | 119-138
0,0122g | 0,1556g | 0,0469g | 0,0260g | 0,0105g | 0,0042g | 0,0283g | 0,0186g

Ao longo do procedimento, a coluna cromatografica totalizou 138 fracdes que
foram reagrupadas. A fracdo 34-36 obtida desta coluna (0,077g) que foi analisada
por cromatografia em camada delgada com padrédo da mistura de triterpenos a,[3-
amirina onde pode-se confirmar a presenca desta substancia impura também nesta

fracdo, porém estas nao foram posteriormente purificadas.

5.5 Identificacdo da substancia AMEUF79

Com o intuito de obter maiores quantidades de outro triterpeno de interesse
(a,B-amirinona) para 0s ensaios biolégicos, uma nova coluna cromatogréafica foi
realizada a partir de fragOes enriquecidas deste triterpeno obtidas pela académica do
mestrado de Ciéncias farmacéuticas da Univali, Vanessa D. Claudino.

A fracdo enriquecida (66,30 g) foi submetida a purificacdo utilizando coluna
cromatografica aberta, silica gel 60 como fase estacionaria e como fase moével n-
hexano com aumento gradativo de polaridade pelo uso de acetato de etila e
finalizando com etanol. Foram coletadas 52 fracdes de 200 mL que foram avaliadas
por CCD. A fracdo 9-40 (18,72 g) por apresentar o composto de interesse foi
recromatografada utilizando silica gel e mistura de H: AcOEt como eluente. O

procedimento cromatogréafico rendeu 35 fragdes (Figura 29) A fracdo denominada
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previamente como AMEUF79 (100 mg) por apresentar o0 mesmo fator de retengao
da mistura de triterpenos a,3 -amirinona na analise por CCD foi submetida a analise

espectral e os dados obtidos desta andlise estédo representados na tabela 6.

Figura 29 — Esquema de purificacdo fracdo enriquecida de DCM das folhas.

Fracdo
enriquecida
DCM
(66,30 g)

0-8 9-11 12-19 20-21 | 22-23 24-25 26-28 39-32 33-34 35-38
0,9425g | 2,3580g | 1,4420g | 2,8010g | 1,8650g | 1,3680g | 2,2470g | 1,5140g | 2,1310g | 1,2400g

39-40 41-44 45-52
1,7540g | 4,5460g | 7,8540g

CC da fragdo

9-40
(18,7200g)
| |
1-4 5-6 7 8 9 10 11 12 13 14
0,0024g | 0,0015g | 0,0279g | 0,0174g | 0,0511g | 0,0103g | 0,0545g | 0,0398g | 0,0247g | 0,0699g
15-17 18-19 20 21 22 23-25 26-27 28-29
0,1224g | 0,1656g | 0,0457g | 0,1271g | 0,0124g | 0,0882g | 0,1275g | 0,1368g
30 31-32 33 34 35 36

0,1210g | 0,0145g | 0,1398g | 0,0125g | 0,0752g | 0,0126g

Figura 30 — Estrutura molecular do triterpeno a,B-amirinona, respectivamente.

30

30

Pode ser observado no espectro de RMN-'H (Figura 31), um simpleto em 4,7
ppm caracteristicos de dupla ligagéo, qual encontra-se no C-12 e C-13, 0s quais sao
observados no RMN-*C (Figura 32) em C-12 (125,4) e C-13 (138,4). Outro sinal
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importante  do RMN-C'? encontra-se em 217,8 ppm pertencente ao C-3,
caracteristico de carbono da carbonila. Os sinais no Dept, (Figura 33) também

caracterizam esta estrutura.

Figura 31 - Espectro de RMN-"H (300 MHz, CDCl,/TMS) do AMEUF79.
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Figura 32 - Espectro de RMN-*3C (75,5 MHz, CDCls/TMS) do AMEUF79.
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Figura 33 - Espectro de RMN-*C/Dept (75,5 MHz, CDCl5/TMS) do AMEUF79.

Os dados espectroscopicos do AMEUF79 e comparacdo com o padrédo
auténtico da mistura de a,3-amirinona confirmam a estrutura desta substancia.

E valido ressaltar que apesar dos triterpenos isolados serem comumente
encontrados em plantas superiores sao consideradas substancias apolares que
contribuem para a atividade analgésica e anti-inflamatéria observada para o extrato
obtido a partir das folhas de A. moluccana. Estudos em nossa instituicdo estdo
sendo conduzidos para avaliacdo de seu potencial anti-inflamatério e como anti-
acetilcolinesterase agindo sobre o sistema nervoso central, desta forma o presente

isolamento contribuira para a continuidade destes estudos.



Tabela 6. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de RMN **C para o AMEUF79 e
dados da literatura para 3 oxo- 3 - amirinona e 3 oxo- a- amirinona.

Posicdo  RMN-13C de RMN-C do 3- RMN-°C do 3-
AMEUF79 oxo; 28-COOCH3 oxo; 28-COOCHS3
B-amirinona* a-amirinona*
1 39,4 39,1 39,4 (CH,)
2 34,7 34,1 34,2 (CH,)
3 217,3 217,6 217,8 (-)
4 47,4 47,4 47,4 (-)
5 55,2/ 55,3 55,3 55,4 (CH)
6 19,6 19,6 19,7 (CHy)
7 32,5 32,2 32,6 (CH,)
8 39,3 39,3 39,1 (-)
9 46,7/46,8 46,0 46,8 (CH)
10 36,6/36,6 36,7 36,6 (-)
11 23,5/23,1 23,0 23,6 (CH,)
12 124,1/121,5 122,1 125,4 (CH)
13 139,7/145,2 143,8 138,4 (-)
14 42,0/41,9 41,8 42,2 (-)
15 28,8/26,5 27,7 28,1 (CH,)
16 26,1/26,9 23,5 24,3 (CH,)
17 33,7/32,4 46,7 48,2 (-)
18 59,1/47,3 41,4 53,0 (CH)
19 39,6/46,9 45,8 39,0 (CH)
20 39,5/31,2 30,6 38,9 (CH)
21 34,7 33,8 30,7 (CH,)
22 37,1/41,5 32,3 36,7 (CH,)
23 25,6 26,4 26,6 (CHsy)
24 21,5 21,4 21,5 (CHa)
25 15,4/15,2 14,9 15,2 (CHy)
26 16,7/16,8 16,7 16,9 (CHy)
27 23,5/25,9 25,8 23,5 (CHy)
28 28,1/28,4 - 78,0 (CH5)
29 17,5/33,3 33,0 17,1 (CHy)
30 21,4/23,6 23,6 21,2 (CH,)
Solvente  CDCl; CDCl; CDCl,

*BITTENCOURT, 2003

75
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Portanto das folhas foram isolados os compostos triterpenoides o,p-amirina e
o,-amirinona, sendo que o primeiro triterpeno apresenta acao anti-inflamatoria,
antinociceptiva, hepatoprotetor e antialérgica, ja o segundo triterpeno nado foi
encontrados dados na literatura para elucidacdo de sua atividade bioldgica.

E previsto que, em 2014, a UNIVALI e a empresa Eurofarma lancem o
primeiro fitoterapico analgésico e anti-inflamatério de uso oral totalmente
desenvolvido no Brasil. Os primeiros testes realizados em camundongos,
surpreenderam 0s pesquisadores, efeito do componente encontrado no pé das
folhas, foi 16 vezes mais potente do que a aspirina (BAZI, 2012).

Nos testes realizados o medicamento ndo apresentou nenhuma reacao
adversa a saude até agora. Os testes finais estdo sendo realizados em humanos, a
primeira fase ja foi concluida, sendo que cem pessoas se submeteram ao teste de
seguranca e o medicamento ndo apresentou nenhum grau de toxicidade (BAZI,
2012).
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6 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da espécie A.moluccana confirmou a composi¢ao rica
em terpenos caracteristica do género através da purificagcdo do extrato de hexano
obtido das cascas, sendo o acido acetil aleuritdlico o constituinte majoritario, este
tendo como atividade biolégica anti-inflamatério, analgésico e antibacteriano.
Também foi possivel o isolamento do Sonderianol, composto com atividade
antitumoral, comprovando o seu uso medicinal pela populagdo, descrito pela
primeira vez na familia Euphorbiaceae estimulando a continuacéo das investigacoes
fotoquimicas deste género. Outro composto isolado neste estudo foi um derivado do
sonderianol, descrito pela primeira vez na familia Euphorbiaceae, porém sem
estudos bioldgicos.

Estudos conduzidos com as folhas resultaram no isolamento de duas
substancias ja descritas na literatura, a mistura de triterpenos o,-amirina e o,p-
amirinona, sendo na parte apolar do extrato que contribui para atividades biologicas
como analgésica e anti-inflamatéria, demonstrando a importancia dos estudos
realizados.

Estes estudos realizados com as folhas e cascas de A. moluccana tem se
demonstrado de extrema importancia terapéutica, pois comprovam seu uso popular.
O que também demostra sua importancia € a patente criada entre pesquisadores da
UNIVALI e a industria de medicamentos Eurofarma, que esta desenvolvendo um
medicamento fitoterapico a partir desta planta.
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