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RESUMO

A A moluccana L. Willd., planta pertencente a familia Euphorbiaceae,
- conhecida popularmente como ngueira-da-india ou Nogueira-de-Iguape, sendo
utilizada na medicina popular para o tratamento de diversas afecgdes, incluindo febre,
tumores, asma, diarréia, etc. Considerando os efeitos bioldgicos demonstrados
anteriormente para os extratos desta planta, o presente estudo tem como objetivo isolar
e identificar os constituintes quimicos presentes nestes extratos, bem como avalia-los
através de testes farmacolégicos, microbioldgicos, além de investigar a atividade
antiviral.

O uso de procedimentos cromatograficos convencionais (IV, RMN, EM) e
técnicas espectroscopicas usuais permitiu o isolamento e identificag¢do de n-
hentriacontano (I), mistura de fitoesterdides contendo P-sitosterol, campesterol e
estigmasterol (II), mistura de triterpenos, o € B-amirina (III), swertisina (IV), e seu
derivado 2”-O-ramnosilswertisina (V) e o 4cido acetil aleuritdlico (VI). Os compostos
testados, com excecdo da swertisina (IV), quando administrados intraperitonealmente
na dose de 10 mg/kg, inibiram significativamente as contor¢oes abdominais induzidas
pelo 4cido acético 0,6% (10 mg/kg; i.p.) em camundongos, com valores de DIsq de
0,016 (0,012-0,017), 79 (0,63-1,01), e 5,1 (4,2-6,2) mg/kg, com inibi¢des maximas de
94, 42-54, 84 e 92 %, respectivamente, em relagdo ao grupo controle, para os

compostos I, Il e V. Os compostos foram mais eficazes que a aspirina e paracetamol,



duas drogas utilizadas na clinica como analgésicas e antiinflamatérias. Com relagdo a
atividade antiviral, das fra¢Oes testadas, as fragcdes de diclorometano obtidas das
cascas e folhas foram ativas no modelo testado contra o virus-HIV comparado ao
grupo controle. Os extratos obtidos das cascas e sementes demonstraram ser efetivos,
embora moderadamente, contra o fungo patogénico Epidermophyton floccosum.

Os resultados indicam que varios compostos presentes na planta, incluindo
hidrocarboneto, esteréides, terpenos e flavondides parecem ser os responsaveis, pelo
menos em parte, pelos considerdveis efeitos bioldgicos apresentados pela 4.

moluccana e contribuem para justificar seu amplo uso na medicina popular.



ABSTRACT

A. moluccana L. (Willd.), plant belonging the family Euphorbiaceae, is.known
as Nogueira—da—india or Nogueira-de-Iguape, being to employed in folk medicine for
the treatment of several ailments, including fevers, tumors, asthma, diarrhoea, etc.
Considering the biological effect previously shown by the extracts of this plant, the
aim of the present study was isolate and identify the active chemistry constituents
present in the extracts, as well as evaluate, through of pharmacological and
microbiological assays, in order to achive active compounds.

| The use of chromatographic conventional data (IR, NMR, MS) procedures and
different spectroscopic techniques permitted the isolation and identification of various
compounds: n-hentriacontane (I), mixture of steroids, B-sitoéterol, campesterol and
stigmasterol (II), mixture of triterpenes, o and B-amyrin (III), swertisin (IV) and its
derivative 2”-O-rhamnosylswertisin (V) and acetyl aleuritolic acid (VI). All the
compounds, except swertisin (IV), when administrated intraperitoneally at 10 mg/kg,
considerably inhibited the acetic acid-induced abdominal constrictions in mice, with
calculated values of DIso 0,016 (0,012-0,017), 0,79 (0,63-1,01) and 5,1 (4,2-6,2)
mg/kg, with maximal inhibition of the 94, 84 and 92 %, respectively, in relation to the
group control, for cc;mpounds I, III and V. The compounds were more efficacious than
aspirin and paracetamol, two drugs used clinically as antinflammatory aﬁd analgesic.

Regarding the antiviral activity, the dichlromethane fractions from the barks and leaves



were active against the HIV-virus compared to control wells. Some extracts from barks
and seeds showed weak effect against the pathogenic fungi Epidermophyton
floccosum.

The results suggest that different compounds, such as hidrocarbons, sterols,
terpenes and flavonoids seem to be responsible, at least partially, for the considerable

biological effects of 4. moluccana, justifing its wide use in folk medicine.
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Introdugao

1. INTRODUCAO

1.1. Plantas medicinais: Aspectos gerais

E notdrio ‘o crescimento de estudos cientificos relacionados as plantas
medicinais. Estas sdo importantes fontes naturais de medicamentos, as quais tem
servido ao longo dos anos de suporte para a obtengdo de novos fitofarmacos. S&o
varias as substincias naturais utilizadas na fabrica¢@io de medicamentos.

O mercado mundial de fitoterapicos, principalmente nos paises desenvolvidos,
vem crescendo gradativamente devido ao aprimoramento da tecnologia farmacéutica
que contribui para um melhor controle de qualidade de farmacos baseados na moderna
tecnologia de identificagdo, determinagdo e qualificagdo do compostos quimicos
obtidos das plantas medicinais € 0 que permitiu o uso de diversos fitoterapicos na
clinica terapéutica como os compostos obtidos do Hypericum perforatum, sendo estes
utilizados como antidepressivo, antiviral e antinfiamatério (UPTON et al., 1997).
Outro fitoterapico de grande utilizagdo na Europa e no Brasil € o extrato lipoesterolico
da Serenoa repens, que tem demonstrado resultados promissores no tratamento da
hiperplasia benigna de prostata (LOBACCARO et al., 1997).

Neste contexto, podemos ainda destacar a pilocarpina, a rutina, a morfina, a
codeina, entre outros (CECHINEL FILHO et al., 1995; CECHINEL & YUNES, 1998),
substancias estas isoladas ha muito tempo e que ainda s3o usadas na preparagdo de

farmacos. Um dos -principais avangos relacionado as plantas medicinais foi a
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descoberta do diterpendide taxol, um eficaz agente anticancer, isolado de Taxus
brevifolia, que hoje constitui grande esperanga para individuos portadores de
diferentes tipos de cancer, principalmente de ovérios e pulmdes (KINGSTON, 1991;
HORWITZ, 1994; Para revisdo, ver: CORREA, 1995).

E importante salientar o papel fundamental das informagdes populares sobre o
uso terapéutico das plantas, cuja recomendagdo popular pode levar aos estudos
quimicos e farmacoldgicos que poderdo proporcionar a descoberta de novos
fitoterapicos (MATOS, 1990; CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Para a obtengdo de compostos farmacologicamente ativos, as plantas
representam uma importante “ferramenta”, ja que‘a sintese de moléculas ativas a
esmo, além de desgastante, pode levar anos de trabalho, ocasionando um grande
dispéndio tanto de recursos humanos como materiais. Neste aspecto, se determinado
extrato de plantas apresentar efeitos farmacologicos, obviamente algum(s)
constituinte(s) quimico podera ser o responsavel por tal efeito. Além disso, os
compostos naturais podem servir como modelo para a sintese de derivados ou analogos
mais potentes (HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991; Para revisdo, ver: YUE-
ZHONG, 1998).

O Brasil é um dos 14 paises com grande biodiversidade, contendo mais de 10 %
de todos os organismos descritos na terra. A grande quantidade de plantas que ainda

ndo foram estudadas do ponto de vista quimico, associado & moderna tecnologia de
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triagem biolégica e técnicas modernas de isolamento e determinagdo estrutural tem
levado aos estudos farmacéuticos e agroquimicos.

Uma vasta quantidade de espécies de plantas medicinais permanece ainda sem
qualquer estudo quimico ou biologico e representa um potencial econdmico valioso.
Uma estratégia para o desenvolvimento do Brasil na drea de produtos naturais seria
proteger € promover a exploragdo racional da sua biodiversidade, como uma fonte de
novas substancias de utilidade para a espécie humana. O investimento na descoberta de
novas drogas advindas de produtos naturais levaram a um grande sucesso na medicina
incluindo muitos antibidticos, agentes anticincer, o0s imunossupressores, €
antipa;asitérios (HARVEY & WATERMAN, 1998).

Os programas de avaliagdo de produtos naturais tém-se voltado & area de
antiinfecciosos, antitumorais e principalmente antivirais, voltado para atividade anti-
HIV (Para revisdo, ver: YUE-ZHONG, 1998). O virus da imunodeficiéncia humana ¢é
o agente causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), o qual é um
dos problemas mais sérios de saude do mundo, principalmerite no Brasil, onde leva a
um quadro de varias infecgdes oportunistas pela baixo fator de imunidade em que o ser
infectado se encontra. Vérios compostos incluindo substancias derivadas de plantas,
tem sido avaliado por seus efeitos inibitorios na replicagdo do HIV in vitro (Para

revisdo, ver: VLIETINCK et al., 1998).
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Outro foco de interesse relativo aos produtos naturais consiste na busca de
novos farmacos analgésicos, principalmente devido aos efeitos adversos dos potentes
analgésicos disponiveis (Para revisdo, ver: CALIXTO et al.; 1998).

Dentro de um programa de obtengdo de moléculas farmacologicamente ativas a
partir de produtos naturais, neste estudo optou-se pela investiga¢do da planta Aleurites
moluccana (Euphorbiaceae) conhecida popularmente pelo nome “Nogueira-da-india”
ou “Nogueira-de-Iguape”. Esta planta ¢ amplamente utilizada na medicina popular
contra diversas enfermidades incluindo febre, dores, tumores, etc sendo
abundantemente distribuida no litoral catafinense (CORREA, 1984; KLEIN, 1988;
DUKE, 1991). Estudos desenvolvidos anteriormente indicaram que esta planta produz
principios ativos contra bactérias patogénicas (LOCHER et al., 1995), virus-HIV
(LOCHER et al., 1996) e algesia induzida em camundongos (MEYRE-SILVA et al.,
1997; 1998), o que levou-nos a determinar os fitoconstituintes responsaveis por estes e
outros possiveis efeitos.

Assim, tanto, os extratos como os compostos puros obtidos das folhas e das
cascas de 4. moluccana foram inicialmente testados como analgésicos no modelo de
‘contorgdes abdomiﬁais induzidas por 4cido acético (0,6%), em camundongos, cujos

resultados serdo mostrados no decorrer do trabalho.
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1.2. Estudos anteriores do grupo de pesquisa

Viérias pesquisas estdo sendo realizadas em nossos laboratérios e em
conjunto com pesquisadores da éarea bioldgica e tem gerado resultados bastante
relevantes. Um importahte exemplo seria o efeito analgésico da Crofon urucurana,
onde foram isolados a catequina € galocatequina, os quais exercem significativos
efeitos analgésicos em camundongos. Seu efeito se deve a uma associago de varios

fitoconstituintes como campesterol, estigmasterol, [-sitosterol, 4cido acetil

aleuritolico, glicosideo do B-sitosterol, além dos anteriormente citados (PERES ez al.,
1998). A Bauhinia splendens HBK (Leguminosae), uma planta nativa empregada para
combater diversas patologias, principalmente para processos infecciosos, apresentou
principios ativos que exercem agdo analgésica, ndo envolvendo receptores opidides
(WILLIAN FILHO et al., 1997). A anilise fitoquimica indicou a presenga de rutina,
quercetina e uma mistura complexa de taninos (SANTOS et al., 1995a; CALIXTO et
al., 1998). Os estudos desenvolvidos com a Wedelia paludosa D. C. (Compositae),
planta ornamental conhecida como margaridﬁo ou pingo-de-ouro, possibilitaram a
identificagio da luteolina, acido carendico € uma nova lactona denominada
paludolactona, além de um flavondide, a chalcona coreopsina (BLOCK et al., 1998 a;
1998 b). A avaliagdo fitoquimica realizada com a Rheedia gardneriana Pl. Tr.
(Guttiferae), conhecida como bacopari, revelou a presenga de 4 biflavondides como a
volkensiflavone, fukugetina ou morelloflavona, fukugesida e GB-2a, apresentaram

considerével efeito analgésico (LUZZI et al., 1997). A Epidendrum mosenii Rchb. F.
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(Orchidaceae), “orquidea-da-praia”, apresentou excelente efeito analgésico e apds
analise fitoquimica isolou-se os tritefpenos folidotina e 24-metileno-cicloartanol
(FLORIANI et al., 1998). Outra planta estudada foi a Sebastiana schottiana Muell.
Arg. (Euphorbiacae), conhecida como quebra-pedra que demonstrou possuir agdo
antiespasmédica relacionado & presenga de xantoxilina (CALIXTO et al., 1990). Os
estudos ﬁthuimicos indicaram a presenga de glutinol e moretenona (GAERTNER et
al., 1999). Os estudos realizados com a Rubus imperialis Chum. Schl. (Rosaceae),
amora-branca, utilizada para diabetes e enfermidades relacionadas a dor,
proporcionaram o isolamento do triterpeno Niga-ichigoside F1, o qual apresentou
potente atividade analgésica em camundongos (BUSATO et al., 1999; NIERO et al.,
1999).

Estes promissores resultados obtidos com plantas qlie ocorrem no Estado de.
Santa Catarina servem de modelo e de incentivo para novas pesquisas orientadas para

o desenvolvimento de novos e importantes fitofarmacos.

1.3. Fitofarmacos e fitoterapicos X farmacos

A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo
gradativamente. A busca por moléculas com atividade/seletividade, que superem oOs
fendmenos de resisténcia, efeitos secundérios ou toxicos, tem levado a pesquisa de
novas drogas a partir de plantas medicinais, apesar do elevado nivel de

desenvolvimento da Quimica Médica, que soma a drea de sintese, bioquimica com 0
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estudo das alteragdes metabdlicas, descobrimentos de alvos moleculares, éssociados a
contribui¢des da Fisico-Quimica Organica e Biologia Molecular (PEDROSA et al.,
1999). Existem algumas \}antagens que justificam o uso dos fitoterapicos
(compreendido como extratos vegetais, ou seja, de uma mistura de varios compostos,
- quimica e farmacologicamente quantificados) e fitofarmacos (molécula pura, isolada
de plantas) como seus efeitos sinérgicos, onde as plantas apresentam varios compostos
com efeitos similares. Um exemplo seria o efeito analgésico da Croton urucurana,
onde seus compostos isolados separadamente exercem menos efeitos do que a propria
fracdo com os compostos associados (PERES et al., 1998). Outra seria a associagdo de
mecanismos por compostos agindo em alvos moleculares diferentes, uma vez que os
compostos ativos apresentam-se ém concentragdo reduzidas nas plantas, possuindo
menos riscos de efeitos colaterais, além do désenvolvimento de um novo fitoterapico
exigir um custo menor do que a de um farmaco. Neste contexto, podemos ainda
salientar que os estudos fitoquimicos de algumas plantas permitiram um grande avango
na busca de novos farmacos, fornecendo moléculas promissoras para o0
desenvolvimento de farmacos mais eficientes, com mbdos de agdo definidos, alta

seletividade e atividade (PEDROSA et al., 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Obter novas moléculas ativas a partir da planta 4. moluccana, através de

estudos fitoquimicos e farmacoldgicos ou microbiologicos.

2.2. Obijetivos especificos

1) Avaliar, através de procedimentos cromatograficos (CCD), os extratos brutos
e semipurificados de A. moluccana visando determinar as principais classes de
compostos presentes nesta planta.

2) Obter extratos, fragdes semipurificadas e produtos puros, para a realiza¢go de
testes farmacoldgicos ou microbiologicos no intuito de verificar seus possiveis efeitos
em diferentes modelos experimentais.

3) Proceder o isolamento, purificagéo ¢ identificagfio dos constituintes naturais
ativos utilizando procedimentos cromatogréﬁéos convencionais (CCD, CC, CG, etc), |
além de dados espectroscopicos usuais (IV, RMN-'H e °C, EM).

4) Comparar o efeito anal‘gésico dos compostos isolados da 4. moluccana com

alguns farmacos usados na clinica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA DO GENERO Aleurites

3.1. Caracteristicas taxondmicas

A familia Euphorbiaceae compreende um grande numero de géneros, (~ 300) e
numerosas espécies (~ 8000) (MEYRE-SILVA et al., 1997, VILLALOBOS &
CASTELLANOS, 1992). Incluem espécies predominantemente tropicais; porém
também amplamente distribuidas em zonas temperadas (VILLALOBOS &
CASTELLANOS, 1992).

Dentre os vérios géneros pertencentes as Euphorbiaceae, podem ser citados
como os de maior importancia, ‘devido a sua diversidade, aplicagdo e interesse
econdmico: Euphorbia, Croton, Phyllanthus, Jatropa, Sapium, Ricinus, Aleurites
(VILLALOBOS & CASTELLANOS, 1992; GNECCO et al.,1996).

O género Aleurites subdivide-se em 4. trisperma, A. cordata, as quais nada tem
sido relatado quanto & estudos quimicos e bioldgicos, A. montana, onde foi isolado
das cascas o friedelin, B-sitosterol, 4cido betulinico e o dcido aleuritolico (MISRA &
KHASTGIR, 1970). Extraiu-se das sementes um 6leo de grande interesse econdmico
(VILLALOBOS & CASTELLANOS, 1992). Existe ainda a espécie fordii, com
importancia econdmica devido ao 6leo de tungue (CRUZ, 1964; CORREA, 1984;
VILLALOBOS & CASTELLANOS, 1992), indicado na fabricagdo de vernizes. Com
relagdo a estudos quimicos, foi isolado desta espécie a 5,6,7-trimetoxi cumarina, um

novo cumarinolignéide, denominado aleuritin (FOZDAR et al., 1989), e alguns taninos
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com aleurinins A, B, e C, corilagin, geraniin e acido chebulagico (NbNAKA et al.,
1990). Tém-se ainda a 4. moluccana, abordada neste estudo.

A A moluccana L. (Willd.) (fig. 1), pertence a familia Euphorbiaceae, sendo
uma arvore exotica, natural da Indonésia, largamente cultivada no Estado de Santa
Catarina. E relativamente grande, folhas longo-pccioladas, com revestimento estrelado-
tomentoso curto, quase farinoso-ferrugineo,‘ mais tarde glabras, simples ou 3-5-7-
lobuladas, até 20cm de comprimento, peciolo e nervuras com indumento persistente;
flores em regra monoicas, raramente didicas, floresce de novembro até abril no Estado
de Santa Catarina, alvas, pequenas € numerosas, pétalaé nas flores masculinas lanceo-
ovaladas e nas femininas linguiformes, em ambas com 7-9 mm de comprimento; frutos
por fora carnosos, glabros e de apice agucados, de 5-6 cm de giﬁmetro; possuide 1 a2
sementes, globular-comprimidas; as améndoas contém aproximadamente 60% de Oleo
graxo (fig. 2) (CORREA, 1984; DUKE, 1991; VILLALOBOS & CASTELLANO,

1992).



Revisdo Bibliografica do Géncro Aleurites

i1

Figﬁra 1. A. moluccana (Euphorbiaceae).



Figura 2.
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3.2. Uso medicinal

A A. moluccana é uma planta medicinal ocorrendo em varias regides do Brasil;
introduzida da India e aclimatada desde Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul, conhecida
popularmente como ‘“Nogueira-de-Iguape”, “Nogueira-da-india” ou sirhplesmente
“Nogueira”; sendo utilizada na medicina popular para o tratamento de diversas
patologias, tais como: febre, inflamagdes, asma, conjuntivite, hepatite, dores de
cabega, Ulceras, diarréia, gonorréia e também utilizada como antitumoral, estimulante
laxativo e sudorifero e antireumatico (CORREA, 1984; DUKE, 1991; VILLALOBOS
& CASTELLANOS, 1992; LOCHER et al., 1995; HOPE et al., 1993).

Além do amplo uso medicinal desta planta, seu 6leo extraido das améndoas ¢
- empregado na fabricagdo de verniz, sabdo e velas. Também € empregado na
composi¢do de um ungiiento anfi-reumético. As cascas s3o usadas para o curtume

(CORREA, 1984; DUKE, 1991).

3.3. Estudos fitoquimicos e farmacolégicos anteriores

Estudos fitoquimicos anteriores demonstraram o isolamento e identificagdo de
varios metabolitos secundarios, como o triterpeno moretenone, moretenol, a-amirina
(folhas) e P-sitosterol (folhas e caule) (HUI & HO, 1968) (fig. 2). Um novo
cumarinolignéide foi isolado das cascas e denominado moluccanim (SHAMSUDDIN
et al., 1988) (fig. 3) e da noz obtéve-se um 6leo, chamado kukui, que exibiu um alto

perfil toxico contendo uma elevada concentragdo de linoleico e acido linoleico, e tem
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sido utilizado como produto para formulagdes cosméticas destinadas a individuos
propensos a acnes (KLEIN, 1988).

Estudos recentes indicaram que varios extratos de 4. moluccana apresentaram
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
(LOCHER et al., 1995). Os extratos aquoso ¢ metanolico obtido das hastes e do
extrato acetonitrilo das cascas apresentaram atividade contra as bactérias citadas
acima, sendo que o extrato metandlico e aquoso obtido das cascas de A. moluccana
apresentaram somente atividade contra Staphylococcus aureus. O extrato metanolico
obtido das folhas apresentou importante atividade contra Streptococcus pyogeneses
(LOCHER et al., 1995). A atividade antibacteriana seletiva contra Staphylococcus e
Peudomonas sugerem que esta planta pode ser usada para aplica¢do topica na cura de
feridas. No entanto, os extratos obtidos desta planta ndo foram efetivos contra herpes
simples e Candida albicans (LOCHER et al., 1995; LOCHER et al., 1996). Alguns
extratos, testados para a avaliagdo da atividade antiviral contra virus da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV), exibiram moderada atividade (LOCHER et al.,
1996)

Nio foram encontrados dados na literatura especializada referente aos efeitos
farmacoldgicos desta planta. No entanto, estudos preliminares realizados em nossos
laboratorios com o extrato bruto de A. moluccana indicaram que 0 mesmo exerce
potente ac#o analgésica em diferentes rﬂodelos experimentais de dor em camundongos

(MEYRE-SILVA et al., 1996 a, b, 1997).
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Figura 3. Compostos isolados anteriormente da planta 4. moluccana.
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4. METODOLOGIA

4.1. Material vegetal

A planta em estudo (4leurites moluccana L. (Willd.), familia Euphorbiaceae,
foi classificada e identificada pelo Prof. Dr. Adémir Reis (Departamento de
Botanica/UFSC), cuja excicata encontra-se depositada no Herbarium Barbosa
Rodrigues (HBR), na cidade de Itajai, registrada sob o cédigo VCFilho 001;

As folhas e as cascas para a andlise fitoquimica foram coletadas no municipio
de Itajai, nos meses de fevereiro/1996 e julho/1996, respectivamente. Para continuagao
da anéliée fitoquimica e avaliagdo da atividade analgésica, antimicrobiana, € antiviral,
as folhas e cascas foram coletadas no més de novembro/1996. As folhas, flores, cascas,
raizes., caules e sementes, para a avaliagdo antifiingica, foram coletadas no municipio
de Itajai-SC, no més de abril/1998. Os materiais vegetais foram submetidos a secagem
a temperatura ambiente e devidamente armazenados para a realizagdo do presente

estudo.

4.2. Animais
Foram utilizados, para os testes experimentais, camundongos do tipo “Swiss”

machos (25-30 g), os quais foram mantidos durante todo o estudo no biotério da

UNIVALL Itajai-SC.
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4.3. Anélise fitoquimica

A partir das folhas da planta seca a temperatura ambiente e cortadas em
pequenos pedagos foram obtidos dois diferentes extratos, hidroalcolico e etandlico,
para analise fannqcolégica e fitoquimica, respectivamente. |

O extrato hidroalcdolico foi obtido pela extragdo com etanol 50%, atra{/és de
maceracio- -a ‘temperatura ambiente por cerca de 10 dias. O extrato foi entfio
concentrado sob pressdo reduzida e estocado a - 20 ° C. Esse extrato foi dissolvido em
uma solugdo-de NaCl 0,9% para a realizagdo dos testes.

O extrato etandlico foi preparado como descrito acima (600 g folhas). Porém,
tal extrato, ap6s concentrado, foi submetido a sucessivas partigdes com hexano,
diclorometano (CH,Cly), acetato de etila (AcOEt) e butanol, respectivamente
CECHINEL FILHO et al; 1998). A figura 4 demonstra oé procedimentos
mencionados. O extrato hexanico (16.0 g) foi submetido & métodos cromatograficos,
previamente descritos (COLLINS & BRAGA, 1988, MATOS, 1988), como
cromatografia de adsor¢do em coluna de silica gel, eluida com hexano:AcOEt, com
aumento gradativo de polaridade. Apés monitoramento por cromatografia em camada
delgada (CCD), as fragGes similares foram combinadas e recromatografadas como no
caso anterior, obtendo-se trés substncias puras por CCD, as quais foram denominadas
inicialmente como I (30 mg), II (80 mg) e III (710 mg).

Os solidos II e III mostraram reagdo positiva com anisaldeido sulfurico e outros

reagentes, 0s quais apresentaram uma mancha nica em CCD, no sistema eluente
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Hexano:AcOFEt 70:30. Os dados espectrais (IV, RMN-'H e P C) e o uso de Co-CCD,
cromatografia gasosa de alta resolugiio (CGAR) ou CGAR/EM com co-inje¢do com
amostras auténticas, permitiram-noé concluir que o solido I € o n-hentriacontano,
enquanto que o solido II ¢ uma mistura de fitoesterdides contendo f-sitosterol (78,39
%), estigmasterol (16,35 %), campesterol (3,77 %) e um esterol ndo identificado (1,49
%). O sélido III foi identificado como uma mistura de triterpenos, o.-amirina (48,93 %)
e B-amirina (51,07 %); dados de cromatografia gasosa encontra-se na discussdo. Todos
os dados espectrais € Co-CCD confirmam tratar-se das amirinas, os quais foram
idénticos aos reportados na literatura (SEO et al., 1975; CHANDLER et al.,1982).
Os constituintes presentes nas fracdes de AcOEt e butanol foram analisados por
CCD, de acordo com a metodologia descrita anten'ormenté/(MARINI-BETT(')LO et
al., 1981;‘ UGAZ, 1994). Essas duas fragdes mostraram um perfil cromatografico
similar ao verificado por CCD e foram entdo agrupados. Esse material (3,38 g) foi
cromatografado em coluna de silica gel (75 g), eluida gradativamente com
CHCl5:MeOH. A elui¢io com CHCl;:MeOH 1:1 rendeu um sélido amarelo (80 mg),
identificado como um fiavonoide glicosilado, 6-B-D-glucopiranosil-5-hidroxi-2 (4-
hidroxifenil-)-7-methoxi-4H-1-benzopiran-4-ona (swertisina) (IV). O dados espectrais,
especialmente RMN-'H e *C, foram idénticos ao relatado na literatura (KOMATSU et
al., 1967; AGRAWAL & BANSAL, 1989, KALDAS et al., 1975, DOS SANTOS et

al., 1996). Elui¢do com metanol permitiu o isolamento de um outro composto fendlico

e através de uma purificagdo utilizando coluna de sephadex LH-20,. eluida com
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MeOH:H,O 70:30 (100 ml), o flavondide (V) foi obtido e designado de 2”-O- |
ramnosilswertisina e sua estrutura confirmada por dados espectroscopicos (IV, RMN-
'H e *C, FAB-EM) e por comparagio com dados da literatura (SHIRANE et al.,. 1982;
HILSENBECK & MABRY, 1990; WILLIAMS et al., 1994). Embora tais compostos
tenham sido isolados de outras plantas, eles sdo produtos naturais raros, sendo esta a
primeira descrigdo nesta familia (MEYRE-SILVA et al., 1997).

As cascas obtidas da 4. moluccana (570 g) sofreram o mesmo procedimento de
secagem das folhas, sendo as mesmas trituradas e submetidas a extragdo com metanol,
a temperatura ambiente, por cerca de 10 dias. Apos a remogdo do solvente, o extrato
foi concentrado sob pressdo reduzida e sucessivamente particionado com hexano,
CH,Cl,, AcOEt e butanol, respectivamehte, para a obten¢do dos extratos semi-puros
(fig. 5).

A fracdo de diclorometano (3,9 g) obtida das cascas foi cromatografada em
coluna de silica gel, eluida com hexano:AcOEt, com acréscimo gradativo de AcOEt.
Ap6s monitoramento por CCD; as fragdes similares foram juntadas e
recromatografadas usando o mesmo procedimento, obtendo-se um sélido cristalino
branco, identificado como 4cido acetil aleuritélico (19 mg) (VI), apés comparagdo

direta com uma amostra auténtica (Co-CCD, IV, RMN-'H e "°C) (PERES, 1997).
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Figura 4. Esquema da analise fitoquimica desenvolvido com as folhas de A.

moluccana.
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Figura 5. Esquema da andlise fitoquimica desenvolvido com as cascas da A.

moluccana
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4.4. Anilise Cromatografica (Cromatografia Gasosa)

4.4.1. Descrigdo das andlises feitas por Cromatografia Gasosa (CG).

As anilises por CG foram executadas em uma coluna capilar (30m) de fase ligada
do tipo LM-1(polimetilsiloxano), hidrogénio como gas carreador (vazdo cerca de 1-2
ml/min., taxa de divisdo de fluxo 40 ml/min.). A temperatura do injetor foi de 280 °C e
a do detector 320°C. O periodo sem divisdo de fluxo, quando utilizado, foi de 1minuto.
As condi¢bes de andlise foram: temperatura inicial de 100 ° C, temperatura final de‘
290°C, a programagio da temperatura foi de 40 - 240 °C, a 12 °C min” e de 240 -
310°C a 5°C min™’. O tempo de isoterma final foi de 30minufos. O cromatdgrafo a gas
utilizado foi Shimadzu (modelo CG-14B). Os cromatogramas foram afrnazenados e em

seguida processados com auxilio de um “software” da Microquimica.

4.5. Analise Espectroscopica

Os espectros de Infravermelho (IV) foram realizados no NIQFAR/UNIVALLI
Itajai-SC, usando um aparato BOMEM-100 com transformada de Fourier (FT) e
pastilha de KBr.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-'H) e
Ressondncia Magnética Nuclear de Carbono (RMN-BC) foram realizados na UFSC
Florianépolis-SC, pelo Prof. Dr. Miguel S. B. Caro e no Centro Chimica Recettori,

CNR, Roma, Itilia pelo Prof. Dr. Franco Delle Monache, utilizando-se os seguintes
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aparatos, respectivamente: BRUCKER 200 MHz (RMN-'H) e 50 MHz (RMN-"C),
" VARIAN XL 300 MHz (RMN-'H) ¢ 75 MHz (RMN-"C).

O espectro de FAB-EM MW 593 (Fast Atom Bombard-Espectrometria de
Massas) foi realizado pelo Prof. Dr. Chihiro Ito, do Departament of Medicinal

Chemistry, Faculty of Pharmacy Tempaku, Yagotoyama, Japan.

4.6. Avaliacdo da atividade analgésica

4.6.1. Modelo das contor¢bes abdominais induzidas pelo dcido acético

0,6% em camundongos

Os camundongos foram mantidos sob temperatura e iluminagdo controlada, com
ragio e agua “ad libitum”(dgua 4 vontade). A resposta nociceptiva foi induzida
utilizando-se o teste de contor¢des com 4cido acético (0,6 %, via intraperitoneal), que
promove contor¢des no musculo abdominal (COLLIER et al., 1968; SANTOS et al.,
1995).

Os animais foram pré-trafados com diferentes extratos ou compostos (3-60
mg/kg), 30 min. antes da injeg@io do 4acido acético. O grupo controle recebeu volume
semelhante de NaCl (0,9 %) (10 ml/kg). Todos os experimentos foram realizados a 20-
22°C. As contor¢des abdominais foram quantificadas durante 20 minutos. A atividade
analgésica foi determinada tomando-se como base a inibigdo do nimero das

contor¢des abdominais em relagdo ao grupo controle.
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4.6.2. Modelo de dor induzida pela formalina

Foram utilizados camundongos machos (25-30 g). 20 pl de formalina (2,5%) e
salina foram injetados na regido dorsal da pata posterior direita do animal,
respectivamente. Logo apds foi iniciada a observagio da reagdo a dor, cronometrando-
se o0 tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata durante 30
minutos, considerando esse periodo como indicativo de dor. Duas fases de
sensibilidade sdo observadas neste modelo: a primeira fase, que aparece nos primeiros
5 min. apés a injegéo de forrhalina (dor neurogénica) e a segunda fase, que ocorre
entre 15 e 30 min. ap6s a formalina, representando a resposta tbnica a dor,
~acompanhada de uma resposta inflamatoria relacionada a liberagdo de mediadores
quimicos (HUNSKAAR et al., 1987; WILLAIN FILHO et al., 1997). Os animais
foram pré-tratados por via i.p. com o extrato hidroalcoolico (EH) (3-60 mg/kg), obtido
das folhas de A. moluccana, 30 min. antes da inje¢do de formalina. O grupo controle
recebeu uma solugdo de NaCl (0,9 %, 10 ml/kg), utilizado para diluir o extrato. Ao
final do tempo de observagao, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
e as patas posteriores pesadas em balanga analitica para quantificagdo do edema. A
diferenca do peso da pata direita (injetada com formalina) e da pata esquerda (injetada

com salina) corresponde ao volume do edema formado.
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4.7. Analise microbioldgica

4.7.1. Investigagdo da atividade antibacteriana

Os extratos brutos das folhas e cascas de A. moluccana foram testados contra
algumas bactérias patogénicas, incluindo Staphylococcus aureus (ATCC 6538,
Instituto Adolpho Lutz, Sdo Paulo, Brasil); Streptococcus pyogeneses, Klebsiella sp. €
Escherichia coli (ambas adquiridas do Instituto de Tecnologia de Alimentos-ITAL,
Campinas, Sdo Paulo, Brasil). O método utilizado foi o de Difusdo Radial em Agar,
conforme descrito anteriormente (BAUER et al., 1966). Estes testes foram realizados

no Nucleo de Investigagdes Quimico-Farmacéuticas (NIQFAR)/UNIVALL, Itajai-SC.

4.7.2. Atividade antifingica - Determina¢do da Concentragdo Inibitdria

Minima (CIM)

As fragdes metanolicas obtidas de diferentes partes da 4. moluccana foram
analisadas quanto ao possivel potencial antifingico contra as seguintes espécies
fangicas: Cdndida albicans ATCC 10231, Cryptococcus negformans ATCC 32264,
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Aspergillus flavus ATCC 9170, Aspergillus
“fumigatus ATCC 26934, Aspergillus niger ATCC 9029, Microsporum canis C 112,
Trichophyton rubrum C 113, Epidermophyton floccosum C 114, Microsporum
gypseum C 115 e Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972, através da determinag@o

da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), usando o método de diluicdo em agar
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descrito anteriormente (ZACCHINO et al., 1998). Foi usado o 4gar Sabouraud-
chloranphenicol para dermatéfitos e leveduras, sendo que as fragdes foram dissolvidas
em DMSO ou 4gua ¢ a concentragdo final de DMSO nio ultrapassou de 2%. Usando
uma micropipeta, os fungos foram inoculadosv no agar. O agente antiflingico
cloranfenicol foi incluido nos testes como controle positivo. Uma solug¢do sem extrato
foi usado como branco. As placas foram inoculadas por 24, 48 ou 72 h a 30°C para os
fungos leveduriforme e 5 dias para os dermatofitos. A CIM foi definida como a
concentragdo mais baixa que indica o ndo crescimento dos fungos. Os testes foram
realizados pela equipe da Profa. Dra. Susana Zacchino, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas e Bioquimicas da Universidade Nacional de Rosério (Rosério-

Argentina).

4.8. Anélise da atividade antiviral contra o virus HIV

Os extratos metandlicos particionados das raizes, cascas, folhas e alguns
compostos isolados, incluindo o e B-amirina, swertisina e n-hentriacontano obtidos da
A. moluccana, foram submetidos a investigagdo da atividade antiviral pela avaliagdo da
morte de células e efeito citopatico viral, apés a indugdo da doenga (AIDS) e
administragio dos extratos e compostos, como previamente descrito (PAUWELS et al.,
1987). Estes testes foram relizados no Departement Farmaceutische Wetenschappen,
Laboratory of Pharmacognosy and Phytochemistry, sob orientagdo do Prof. Dr. A. .

Vlietinck, University of Antwerp, Antwerpen, Bélgica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para investigagdo da atividade analgésica da A. moluccana, inicialmente foi
preparado o extrato hidroalcéolico (EH) das folhas utilizando-se os métodos
convencionais. Como pode ser observado na figura 6, tal extrato, quando administrado
intraperitonealmente (3-60 mg/kg) exibiu significativa inibi¢do de forma dose-
dependente da nocicepg¢do induzida pelo 4cido acético em camundongos. A Dlso
calculada foi de 9,5 (5,9-15,4) mg/kg com inibicdo méaxima de 88 £ 4%. Esses
promissores resultados estimularam a realizagdo de uma investigagdo mais detalhada
desta planta, visando o isolamento e identificagdo dos fitoconstituintes responsaveis
pelos efeitos farmacoldgicos indicados (MEYRE-SILVA et al., 1996 a, b, 1997, 1998
a, b).

Assim, foi obtido o extrato etandlico das folhas de 4. moluccana, o qual foi
sucessivamente particionado com solventes de polaridade crescente como hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol, respectivamente. Considerando que a fragdo
soltvel em hexano foi obtida com alto rendimento (Tabela 1), aproximadamente
quinze vezes maior que todas as outras fragdes, bem como exibiu uma atividade
analgésica significativa (resultados ndo apresentados), esta foi selecionada para analise
fitoquimica.

Tal fragdo foi cromatografada em coluna de silica gel (Merck), eluida com

Hexano:AcOEt, com aumento gradativo de AcOEt. Ap6s os procedimentos usuais (ver
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Figura 6. Efeitos do extrato hidroalcéolico obtido das folhas de 4. moluccana
administrado intraperitonealmente Sobre as contor¢des abdominais
induzidas pela administragio de 4cido acético em camundongos. As
colunas representam os valores da média = E.P.M. de 6-8 animais. Difere

significativamente do grupo controle (C).

Tabela 1. Rendimento dos extratos e fragdes, em relagdo ao peso seco do material

vegetal, obtidos das folhas e cascas de 4. moluccana.

Partes da planta Rendimento (%) dos extratos e fracdes

EtOH MeOH Hexano DCM AcOEt + BuOH
Folhas 0,04 ND 0,025 0,001 5,62 . 10°

Cascas ND 0,0008 ND 0,0013 ND

ND = N3io Determinado
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parte experimental), trés sélidos brancos foram obtidos e denominados inicialmente
como I, II e IIl, cuja pureza foi verificada por cromatografia em camada delgada
(CCD) (COLLINS & BRAGA, 1988; UGAZ, 1994, MARINI-BETTOLO et al., 1981).

Os dados espectroscopicos (IV, RMN-'H) do solido I, indicaram somente a
presenga de ligagdes de hidrocarboneto (C-H), € o uso de CG/EM confirmou um
hidrocarboneto saturado, identificado como n-hentriacontano, com ponto de fusdo
67,8°C (I), o qual é um alcano bastante conhecido presente em diversas plantas da
familia Euphorbiaceae, particularmente nas espécies de Euphorbia, Colliguaja ¢
Argytamnia (GNECCO et al., 1996). Além disso, recentemente tem sido reportado
importante atividade anti-tumoral a baixas conéentragc”)es (TAKAHASHI et al., 1995).

Os solidos II e III apresentaram reagdo positiva para os reagentes anisaldeido
sulfirico e com o Liebermann-Burchard, sugerindo serem esterdis ou terpenos
(MARINI-BETTOLO et al, 1981; UGAZ, 1994). Analises espectrais adicionais,
especialmente RMN-"C, indicaram que o composto II apresentava pelo menos dois
compostos diferentes. Através de técnicas de CGAR ou CGAR/EM, com co-injegdo de
amostra auténtica, podemos constatar que a mistura continha principalmente -
sitosterol, estigmasterol e campesterol. Além disso, seu ponto de fusdio 136 °C € os
dados espectrais foram idénticos aqueles relatados anteriormente (PERES, 1997a,
NIERO, 1993). Embora estes fitoesterdis sejam substincias comumente presentes em
vérias plantas (HOOPER & CHANDLER, 1984), foi recentemente demonstrado pela

primeira vez suas propriedades analgésicas em varios modelos de dor em



Resultados e Discussido 30

éamundongos (NIERO et al., 1996; SANTOS et al., 1995b). Além disso, o B-sitosterol
vem adquirindo grande importincia na producdo de drogas esteroidais, como
horménios, gragas ao consideravel grau de aceitabilidade do material bruto inicial
(KOVGANKO .& KASHKAN, 1994). Estes compostos, bem como taninos e
flavonoides, parecem ser responsaveis pelo efeito analgésico de outras plantas da
familia Euphorbiaceae, particularmente de plantas pertencentes ao género Phyllanthus
(SANTOS et al., 1994, 1995; MIGUEL et al., 1995, 1996; CECHINEL-FILHO et al.,
1996; Para revisdo, ver: CALIXTO et al., 1998). Outros estudos tem demonstrado que
tais fitoesterdis, além da ac¢do antinociceptiva, exercem potente agdo
antiedematogénica em ratos, sendo seu efeito comparavel com a hidrocortisona
(corticéide) e fenilbutazona (antiinflamatério ndo esteroidal) (HANDA et al.; 1992;
RECIO et al., 1995).

Estudos recentes tem demonstrado que o P-sitosterol e alguns analogos sdo
efetivos no tratamento de Hiperplasia Benigna de Prostata (LOWE & KU, 1996).

Os dados espectroscopicos (IV, RMN-'H, *C e EM), ponto de fusdo 156-158
°C do composto III, foram compativeis com aqueles de o e B-amirina, dois triterpenos
conhecidos que exercem agdo antiinflamatoria (GUPTA et al., 1971; LOGGIA et al.,
1994; RECIO et al., 1995), cujos dados espectrais estdo de écordo com os da literatura
(SEO et al., 1975; CHANDLER et al., 1982). O uso de CGAR, com co-injegdo der
amostra auténtica, indicou quantidade similar de ambos compostos (aproximadamente.

1:1), este dado cromatografico encontra-se na figura 7.
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Os extratos das folhas de 4. moluccana particionado com. AcOEt ¢ butanol
foram submetidos a cromatografia em camada delgada e como apresentaram similar
perfll cromatografico (CCD), foram reunidos. Usando reagentes especificos visando
caracterizar as classes de compostos orginicos presentes nestas fragdes, foram
utilizados alguns reativos especificos (MARINI-BETT()LO et al., 1981; UGAZ,
1994), onde evidenciou-se a auséncia de alcaldides € a presenga de compostos
fenolicos, particularmente flavonoides. Posteriormente, as fragdes de AcOEt/BuOH
foram submetidas & cromatografia em coluna, onde foram isoladas duas substincias
fendlicas. Uma delas foi identificada como um flavonéide glicosilado, 6-B-D-
glucopiranosil-5-hidroxi-2-(4-hidroxifenil-)-7-methoxi-4H-1-benzopiran-4-ona, deno-
minado swertisina, com ponto de fusdo 242,6 °C (1V). No espectro de IV (fig. 8)
verifica-se a presenga de bandas caracteristicas de fiavondides como em 3.393 cm™
(OH), 1.654 cm™ (C=0) e 1605 cm™ (C=C, Ar). Analisando o espectro de RMN-'H
(fig. 9), observa-se seis protons referentes aos anéis aromdticos: 7,8 ppm (2H, d,
J=8,85 Hz, C-2’ e 6’-H), 6,9 ppm (2H, d, J= 8,82 Hz, C3’ ¢ C5°-H), 6,71 ppm (14, s,
C8-H) ¢ 6,63 ppm (1H, s, C3-H); um grupo metoxila a 3,94 ppm (3H, s, C7-OCH3),
dois grupos hidroxilas aromaticos, um na posigo 5 aparecendo em 3,305 ppm (1H, s)
e outro na posigiio 4° com 3,3004 ppm (1H, s) e em 4,4 ppm (1H, C-glicosil, C1-H) e
4,2 ppm (1H, C-glicosil, C3-H). No espectro de BC-RMN (fig. 10) pode-se verificar
os seguintes sinais (em ppm): 164,4 (C-2), 96 (C-3), 182,8-182,9 (C-4), 157,5 (C-5),

110,8 (C-6), 164,5 (C-7), 101,4 (C-8), 162,5 (C-9), 101,5 (C-10), 121,8 (C-1°), 128,7
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(C-2’¢ 6°), 116,8 (C-3’¢ 5°), 161,6 (C-4’) e em 55,9-56,3 (7-OCHj3), C-glicose: 72,4-
72,1 (C-1), 80,9 (C-2), 74,6-74,3 (C-3), 71,4 (C-4), 83,2 (C-5) € 63,4-63,5 (C-6). Os
dados obtidos estdo de acordo com os da literatura para este composto (DOS SANTOS
et al, 1996; KALDAS et al, 1975). Ap6s procedimentos convencionais de
purificag@o, um outro composto, possuindo um Rf menor, portanto mais polar do que o
swertisina, foi identificado como um flavonéide 2”-O-ramnosilswertisina, com ponto
de fusdo 260,5 °C (V). O espectro de IV (fig. 11) deste composto apresenta-se similar
ao do swertisina, no espectro de RMN-'H (fig. 12), além dos prétons comuns a
swertisina, observa-se o deslocamento quimico do préton do grupo ramnosil a 5,1 ppm
(1H, s) e 0,6-0,58 ppm (3H, d, J=6,0 Hz) do CH3 do grupo ramnosil, € na figura 13,
contendo o espectro de BC.RMN, verifica-se, além dos sinais encontrados para o
swertisina, os sinais dos carbonos do grupo 2”-O-ramnosil: 100,4 ppm (C-1), 70,4-
71,8 ppm (C-2, 3 ¢ 4), 68,4 ppm (C-5) e 17,7-18,2 ppm (C-6) . Este composto foi
submetido a andlise de FAB-EM (figura 14), onde pode-se comprovar tal composto,
juntamente com a hidrélise 4cida, utilizando H>SO4 3%, que forneceu o swertisina
como aglicona, e o aglicar componente do composto (V) foi identificado como L-
ramnose por CCD com amostra auténtica. Os dados obtidos neste estudo condizem
com os da literatura (SHIRANE et al.,, 1982; HILSENBECK & MABRY,'. 1990).
Embora o swertisina e seu derivado tenham sido encontrados em outras plantas, eles
sdo produtos naturais raros, ndo tendo sido anteriormente descritos para as plantas

pertencentes a familia Euphorbiaceae.
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Com relagdo aos compostos mencionados anteriormente, molucanim (SHAMSUDDIN
et al., 1988) ¢ os triterpenos, moretenone ¢ moretenol (HUI & HO, 1968), os quais
foram isolados previamente da A. moluccana, ndo foram observados na presente
investigagdio. Esse fato sugere que fatores ambientais podem estar influenciando na
produgdo destas substincias na planta.

A partir do extrato metandlico das cascas de A. moluccana, particionado com
solventes de polaridade crescente, obteve-se diferentes fragdes, entre as quais, a fragao
de diclorometano, que foi submetida a andlise por CCD, apresentando evidéncias sobre
a presenga de compostos de natureza terpénica diferentes dos encontrados nas folhas
- desta planta. Ap6s 'o uso de procedimentos cromatograficos (CCD, CC), utilizando-se
Hexano:Ac.Etila 95:5 como eluente, isolou-se um sélido cristalino branco com ponto
de fusdo 261-263 °C, identificado como é&cido acetil aleuritolico (19 mg) (VD)
(MEYRE-SILVA et al., 1997). Os dados espectrais de IV, RMN-'H ¢ " C para este
composto encontram-se na figura 15, 16 e 17, respectivamente. O espectro de IV
apresenta além das bandas caracteristicas a vibracdes de ligagdes C-C ¢ C-H,
estiramento de grupos OH (3400 cm™) e bandas em 1733,17 ¢ 1687,27 cm’, referentes
a carbonila. Analisando o espectro de H-RMN (CDCl;, 200 MHz) (fig. 16), observa-
se duplo dublete em 4,5 ppm referente a substituigéo do grupo acetil em C-3, em 5,5
ppm caracteriza proton olefinico H-15. No espectro de PC-RMN observa-se em 183
ppm, sinal do grupamento 4cido ligado ao C-17 (51 ppm), em 171 ppm referente a

substituicdio do grupo éster em C-3 (81 ppm), 161 ppm caracteriza o grupo olefinico no
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C-14 do anel. Todos os dados estio de acordo com os da literatura para o 4cido acetil
aleuritolico (PERES, 1997). Tal comﬁosto, também foi isolédo anteriormente em
nossos laboratérios da planta Croton wrucurana, o qual demonstrou apresentar
importante efeito antimicrobiano contra diferentes bactérias patogénicas (PERES et al.,
1997), consideravel agfo analgésica (SANTOS et al., 1997; PERES et al., 1998).
Trabalhos realizados com outra espécie de Aleurites, A. montana, demonstraram 0
isolamento de um triterpeno denominado de 4cido aleuritélico e algumas modificagdes
sintéticas, foram feitas obtendo-se também o 4cido acetil aleuritolico (MISRA &
KHASTGIR, 1970).

A Tabela 2 demonstra os rendimentos obtidos para os compostos isolados de 4.

moluccana, em relagdo ao extrato etandlico das folhas e extrato metanolico das cascas.
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Tabela 2. Rendimento dos compostos isolados neste estudo, obtidos das folhas e

cascas de A. moluccana.

Compostos isqlados Rendimento (%) dos compostos isolados
n-hentriacontano” ‘ 9,98 . 10
B-sitosterol, estigmasterol ¢ campesterol® 3,33.10"
~ o,B-amirina® 1,34.10°
Swertisinéa 3,13.10"
2”_O-ramnosilswertisina® : 1,08 .10
Acido acetil aleuritolico® 1,35.10%

% Em relagfio ao extrato etanolico das folhas

® Em relagfio ao extrato metan6lico das cascas

Os compostos isolados neste estudo da planta A. moluccana estdo apresentados

a seguir.

CH;(CHzy)29CHj3

(1)
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Com intuito de investigar se o n-hentriacontano, a mistura de triterpenos, o
swertisina e 2”-O-ramnosilswertisina, contribuem para a atividade | analgésica
encontrada para os extratos de 4. moluccana, estes foram avaliados através do teste de
contorgdes abdominais induzidas pela injegdo de 4cido acético em camundongos
(figura 18). Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstram as Dls, para estes
compostos, exceto para swertisina, que foi inativo, foram inferiores a 10 mg/Kg. As
inibi¢des maximas das éontorg:ﬁes abdominais observadas foram 95 = 5, 84 £ 3%, 92 +
4, para o n-hentriacontano, triterpenos e 2”-O-ramnosilswertisina, respectivamente
(MEYRE-SILVA et al., 1998 a, b). Por outro lado, a aspirina e o paracetamol (drogas
analgésicas e antiinflamatorias ndo-esteroidais, usadas para efeito de comparagdo),
administradas intraperitonealmente na mesma dose, tiveram valores de DIso de 24 (13-
44) e 19 (16-23) mg/kg, com inibi¢do maxima de 35 + 2 ¢ 38 + 1%, respectivamente
(CECHINEL-FILHO et al., 1995; SANTOS et al,. 1995b). Esses resultados sugerem
que o n-hentriacontano, os triterpenos € o 2”-O-ramnosilswertisina foram mais
eficazes que os farmacos de referéncia utilizadbs, justiﬁcandb, a0 menos em parte, que
esses compostos podem es’;ar contribuindo para a importante atividade analgésica
apresentada pelos extratos hidroalcodlico e hexanico obtidos das folhas de A4.
méluécana. Além disso, a diferenca encontrada para os dois flavonoides, sugere que o
grupo ramnosil ¢ importante para a atividade antinociceptiva (MEYRE-SILVA et al.,

1999).
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Figura 18 . Efeito antinociceptivo causado pelo swertisina, 2”-O-ramnosil swertisina,
a,B-amirina, n-hentriacontano, isolados das folhas da 4. moluccana ¢ a
aspirina, droga utilizada na clinica, administrado via intraperitoneal em
relagio as contor¢des abdominais induzidas pelo 4cido acético em
camundongos. Cada grupo representa a média de 8-12 animais e as barras

verticais os E.P.M.
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Tabela 3: Efeitos dos compostos isolados das folhas de A. moluccana, aspirina e para-
cetamol administrados intraperitonealmente na dose de 10 mg/kg sob as

contorgdes abdominais induzidas pela administragio de 4cido acético em

camundongos.

Compostos DI, (mg/kg) Inibigdo (%)

n-hentriacontano 0,016 (0,012-0,017) 94 +6

o ¢ f-amirina 0,79 (0,63-1,01) 84 +3

*B-sitosterol 9 (3,5-23,2) 54 +2

" estigmasterol 16 (.13,6-20,3) 42 +1

Swertisina I I

2”-O-ramnosilswertisina 5,1 (4,2-6,2) 92 +4

Aspirina 24 (13-44) 35+2

Paracetamol 19 (16-23) 38+ 1

I = Inativo (ndo inibiu as contorg¢des abdominais)

" (NIERO, 1993; SANTOS et al., 1995b).

Os resultados apresentados na figura 19 demonstram que o extrato

hidroalcéolico (EH), obtido das folhas, administradas por via intraperitoneal (3-10
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mg/kg), causou inibigdo dose-dependente sobre ambas as fases da dor induzida pela
formalina, sendo, contudo, mais efetivo em relagdo & segunda fase desse modelo,

relacionado 2 fase inflamatéria da dor. A DIs, calculada para a segunda fase foi de

18,4 (12,2-27,7) mg/kg com inibigdo maxima de 69,0 = 10%.
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Figura 19. Efeito antinociceptivo causado pelo EH da 4. moluccana administrado pela
via intraperitoneal em relagdo a primeira fase (A) e a segunda fase (B) da

dor induzida pela formalina. Cada grupo representa a média de 8-12

animais e as barras verticais os E.P.M. Difere significativamente do

controle, ‘P<0,05, ““P<0,01.
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O extrato etanodlico das folhas € o extrato metanolico das cascas da 4.
moluccana foram submetidos a avaliagfio da atividade antimicrobiana pelo Método de
Difusdio em Agar, através da técnica anteriormente descrita (BAUER et al., 1996),
contra bactérias Gram (+) (Streptocbccus pyogeneses e Staphylococcus aureus) € para
Gram (-) (Klebsiella sp e Escherichia coli). Os extratos néo apresentaram inibig¢do
significativa para tais bactérias, sendo que esses resultados diferem, em parte, dos
obtidos anteriormente com o extrato metandlico das cascas, 0 qual demonstram
- consideravel efeito antimicrobiano contra Staphylococcus aureus (LOCHER et al.,
1995). Provavelmente, essa diferenca de resultados deve-se principalmente a fatores
ambientais que de alvguma. forma podem estar alterando a composigdo quimica desta
planta.

Os resultados da investigagdo antifiingica realizada com as fragbes obtidas das
diferentes partes da A. moluccana, demonstraram que 0s mesmos 530 pouco ativos no
modelo testado. Somente o extrato metanélico das cascas e das sementes foram ativos
contra Epidermophyton floccosum. Com relagdo a avaliagéo da atividade antiviral para
esta planta, somente a fragdo de diclorometano das cascas e folhas foram ativas no
modelo, demonstrando uma boa atividade contra o virus HIV-2 quando comparado a
estudos realizados anteriormente com esta e outras plantas, onde os autores
consideraram efetivos os extratos os quais apresentaram para a concentrac;ﬁo efetiva
50% de 2,3 e 1,7 pg/ml com completa protecédo celular (100%) contra HIV-induzido

comparado ao grupo controle (LOCHER et al., 1996). Os resultados obtidos para o

— .
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extrato das cascas de 4. moluccana foram de 0,89 pg/ml de CE 50% , tendo protegédo

vde 58 % e o extrato das folhas, particionado também com diclorometano de 3 pg/ml
com protegdo celular de 93 %.

Finélmente, os resultados obtidos indicam que a 4. moluccana apresenta
constituintes quimicos com relevante agdo farmacoldgica, especialmente analgésica,

justificando seu uso na medicina popular contra processos dolorosos em geral.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que:

1-

Os extratos e fragoes obtidos das folhas de 4. moluccana exercem importantes
efeitos analgésicos em camundongos.

As agOes analgésicas parecem estar relacionadas, em grande parte, com a
presenga de diferentes substincias, como o hidrocarboneto n-hentriacontano, os
esterdides PB-sitosterol e estigmasterol, os triterpenos o € B-amirina € o
flavonéide 2”-O-ramnosilswertisina.

Os extratos € compostos obtidos das folhas da A. moluccana, exceto o
flavondide swertisina, foram mais potentes e eﬁcézes do que a aspirina € o
acetaminofeno (paracetamol), dois farmacos analgésicos € antiinflamatérios
disponiveis no mercado farmacéutico e utilizados clinicamente.

Dos extratos submetidos & investigagdo antifiingica, somente o extrato das
cascas ¢ sementes demonstraram atividade moderada contra o fungo patogénico
Epidermophyton ﬂoccosﬁm.

Com relagdo a avaliagio da atividade antiviral, somente os extratos de
diclorometano obtidos das cascas e folhas desta planta foram ativos no modelo
testado para HIV, sugerindo a continuidade destes estudos para determinagdo

dos componentes ativos.
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6- Os estudos fitoquimicos indicaram que as folhas de A. moluccana produzem
substincias quimicas estruturalmente diferentes das substancias encontradas nas
cascas.

7- Os resultados obtidos no presente estudo confirmam € justificam o uso

medicinal desta planta para o tratamento de processos dolorosos em geral.

Diante dos promissores resultados quimicos € farmacolégicos obtidos
com a planta A. moluccana, sugere-se a continuidade destas investigagdes.
Assim, seria de interesse a avaliagdo destes extratos em outros modelos

farmacologicos, além da analise dos possiveis efeitos toxicos.
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SUMMARY. This paper describes the isolation of two phytoconstituents from the
leaves and barks of Aleurites moluccana, a medicinal plant widely employed in folk
medicine for the treatment of several ailments. On the basis of spectroscopic evidence,
- these compounds were identified as swertisin (leaves), a flavonoid C-glycoside yet not
described for the family Euphorbiaceae and acetil aleuritolic acid (bark), a triterpene
which was recently reported as an antimicrobial agent.
RESUMEN. “Un triterpeno y un flavonoide glicosidico de Aleurztes moluccana L. Willd.
(Euphorbiaceae)”. El presente trabajo describe el aislamiento de dos componentes de hojas
y corteza de Aleurites moluccana, una planta medicinal ampliamente empleada en medici-
na popular para el tratamiento de varias dolencias. Sobre la bases de la evidencia espec-
troscépica existente, estos compuestos fueron identificados como swertisina (hojas), un fla-
vonoide glicosidico atn no descrito para la familia Euphorbiaceae y el 4cido acetil-aleuri-
tlico (corteza), un triterpeno que ha sido recientemente citado como agente antimicrobiano.

INTRODUCTION

Aleurites moluccana L.Willd. (Euphorbiaceae), known as “Nogueira-da-
India” or “Nogueira-de-Iguape” is a medicinal plant frequently employed in folk
medicine for the treatment of tumours, ulcers, headache, fevers, diarrhea and gon-
orrhea !, and also have been used as antiinflammatory 2. :

Previous phytochemical studies with this plant have revealed the presence of
triterpenes 3 and a new coumarinolignoid, denominated moluccanin 4, whereas bi-
ological investigations have shown antimicrobial 5 and ‘antiviral 6 activities.

Preliminary pharmacological studies conducted by our laboratories have
demonstrated that hydroalcoholic extract obtained from A. moluccana leaves ex-
hibited potent analgesic effect in mice, which could be related with the presence
of hydrocarbons, sterols and triterpenes 7.

In the present report, we have extended our previous chemical findings and
analysed other constituents present in the leaves and barks of 4. moluccana.

KEY WORDS: Acetil aleuritolic acid, Aleurites moluccana, Chromatography, Swertisin
PALABRAS CLAVE: Acido acetil-aleuritélico, Aleurztes moluccana, Cromatografia, swer-
tisina
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MATERIAL & METHODS
Plant material

The plant was collected in Ita;ax (State of Santa Catarma Brazd) in January
1996 (leaves) and July 1996 (barks) and classified by Dr. Ademir Reis (HBR). A
voucher specimen was deposited in Herbarlum Barbosa Rodr1gues (HBR), Itajai

(V.C. Filho, 001).

Isolation of constituents

The air-dried leaves (600 g) and barks (570 g) were powdered and separatel-
ly extracted with ethanol and methanol, respectively, at room temperature for ap-
proximatelly two weeks. After solvent removal, the extracts were concentrated (re-
duced pressure) and successively partitioned w1th hexane, CHZCIZ, AcOEt and bu-
tanol, respectively. However, we have initially examined the extracts obtained from
leaves. Thus, hexane fraction furnished n-hentriacontane, o and B-amyrin, B-sitos-
terol and stigmasterol, according previously described 7. The AcOEt and butanol
fractions exhibited a similar chromatographic profile (TLC) and were then com-
bined. This material (3.38 g) was chromatographed on a silica gel column ‘eluted
with a CHCl;:MeOH gradient. Elution with CHC13 MeOH 55 yielded a yellow solid
(80 mg), identified as a glycoside flavonoid, 6-B-D- Glucopyranosyl -5-hydroxy-2(4-
hydroxyphenyl-)-7-methoxy-4H-1-benzopyran-4-one (swertisin) (1). The spectro-
scopic data, especially 1H and 13C NMR are 1dent1cal to those reported 1n the lit-
erature 89,

The CH,CI, fractlon (3 9 ) obtalned from A moluccana barks was’ chro-
matographed as in previous case, eluted with hexane AcOEt gradlent After’ ‘moni-
toring by TLC, the similar. fractions were: combined and rechromatographed using
the same procedure to afford a white crystalline solid, identified as acetyl aleuri-
tolic acid (19 mg) (2), directly compared with authentic sample and spectral data
(IR, 'H- and 13C-NMR), which were found to be identical to those previously:de-
scribed 10. B

RESULTS AND DISCUSSION

In order to isolate and identify other constituents respon51ble for. the anal-
gesic effects previously shown by some extracts and non polar compounds pre-
sent in A. moluccana, we have now reinvestigated both ethyl acetate and
dichlorometha-ne fractions obtained from leaves and barks of this plant, respec-
tively. Chromatographic procedures carried out with ethyl acetate fraction gave a
yellow solid which gave positive reaction with FeCls-reagent. The spectral data,
especially NMR-1H and 13C were compatible with those of swertsin (1), a flavonoid
glycoside, isolated by the first time from Swertia japonica 8. Although such com-
pound have been earlier isolated from other plants, it is an uncommon natural
product, being here the first report of them from the family Euphorbiaceae.

On the order hand, swertisin was not detected in the barks of this plant.
However, the preliminar analysis by using TLC in.the conventional manner re-
vealed the presence of some terpenes in this part of A. moluccana. One of them
was isolated from the dichlorometane extract- and identified as acetil ‘aleuritolic
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acid (2). The spectroscopic characteristics were in accordance with literature data 10
and Co-TLC with authentic sample confirmed such structure. '

This compound have been earlier isolated by two of us (RAY and FDM) from
Croton urucurana, which have shown antimicrobial effects against different
pathogenic bacteria 1.

Presently, the phytochemlcal and pharmacolog1cal studies are in progress in
order to examine which compounds contributes for explain, in addition to com-
pounds previously described, the potent analgesic effects demonstrated for the hy-
droalcoholic extract of A. moluccana.
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Summary

In the present work we have investigated the analgesm activity of various extracts prepared from
_Aleurites moluccana leaves by using the writhing test in mice. The results showed that the hydroalcohol-
ic extract and the hexane fraction exhibit potent antinociceptive action. We have also isolated and iden-
tified some chemical constituents from the hexane fraction. In addition, the nature of substances present
in ethyl acetate and butanol fractions were evaluated by TLC. Such fractions revealed the presence of
phenolic compounds. Chromatographlc procedures carried out with hexane fraction revealed the pres-
ence of n-hentriacontane, o-amyrin, B-amyrin, stigmasterol, B-sitosterol and campesterol, which were
identified by spectroscopic data and HRGC or HRGC/MS techniques. The compounds considerably in-
hibited acetic acid-induced abdominal constrictions, being more efficacious than aspirin and paraceta-
mol. In addition, preliminary HPLC analysis indicated, using a UV detector, one main constituent in al-
coholic extract. :

Keywords: Aleurites moluccana, analgesia, writhing test, hydrocarbon, phytosterols, triterpenes.

3 Introduction

The family Euphorbiaceae comprises of several genus
and numerous species, and a great number of papers
have been published on their chemical constituents and
pharmacological activities. ' '

We have previously investigated some members of
this family and have identified some important classes
of active compounds including acetophenones, sterols,
flavonoids and tannins (Calixto et al.,
Filho et al., 1996; Miguel et al., 1996; Santos et al.,
1995a; Niero et al, 1996).

In the present study, we have selected another Eupho-
biaceae for investigation, Aleurites moluccana, a tree
known as “Nogueira-da-India” or “Nogueira-do-
Iguape”, widely-distributed in the south of Brazil. Its
leaves and stem bark are frequently employed in folk

medicine against a variety of ailments, including for. -

1990; Cechinel

treatment of tumors, ulcers, headache, fevers, diarrhea,
dysentery and gonorrhea (Duke, 1991).

Previous reports have shown that this plant contains
triterpenes {Hui and Ho, 1968) and a new coumarino-
lignoid, denoted moluccanin (Shansuddin et al., 1988).
To our knowledge, no pharmacological investigation
has so far been published on this plant. However,
Aleurites moluccana was recently reported to have
antibacterial activity against Staphylococcus aureus
and Pseudomonas aeruginosa (Locher et al., 1995) and
antiviral property (Locher et al., 1996).

In the present study we have analysed the analgesic -
effects of Aleurites moluccana leaves by using acetic ac-
id-induced writhing in mice, as well as isolated and
identified some active constituents.
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71 Materials and Methods

Plant material

A. moluccana was collected in Itajai, State of Santa
Catarina, Brazil, in January 1996, and identified by Dr.
Ademir Reis (HBR). A voucher specimen has been de-
posited at the Barbosa Rodrigues Herbarium, Itajai
(V.C. Filho, 001).

Isolation and identification of active constituents
Dried leaves were cut in to small pieces and two differ-
ent extracts, hydroalcoholic and ethanolic, were pre-
pared for pharmacological and phytochemical analysis.
The hydroalcoholic extract was obtained by extrac-
tion with 50% ethanol-water, after maceration at room
temperature for 10 days. The extract was then concen-
trated (reduced pressure) to desired volume and stored
at =20 °C. The resulting extract was dissolved in 0.9%
NaCl solution to desired concentration just before use.
Ethanolic extract was prepared as described above
(600 g leaves). This extract was however concentrated
and then successively partitioned with hexane, CH,Cl,,
EtOAc and butanol, respectively. The hexane extract
(16.0 g) was chromatographed on a silica gel column
eluted with a hexane: EtOAc gradient. After monitor-
ing by TLC, fractions were combined and re-chromat-
ographed as described above, affording three solids,
which were first denominated I (30 mg), II (80 mg) and
101 (710 mg). '

0. 9600
0.8000
0.7000
0.6000
0.5000
W 8. 4000

0. 3000

8, 2000

M

Solids II and III gave positive reaction with sulphuric
anisaldehyde and other reagents, and appeared one
spot on TLC (system: hexane-EtOAc 7:3). Further
analysis of spectral data (IR, 'H- and 3C-NMR) and
high resolution gas chromatoghaphy (HRGC) or
HRGC/EM techniques by co-injection with authentic
samples, allowed us to conclude that compound I is n-
hentriacontane whereas II is a mixture of phytosterols
containing  B-sitosterol  (78.39%),  stigmasterol
(16.35%), campesterol (3.77%) and an additional un-
dentified sterol (1.49%). Solid III was identified as a -
mixture of triterpenes, o-amyrin (48.93%) and B-amy-
rin (51.07%). All spectroscopic data are identical to
those reported in the literature (Seo et al., 1975 3 Chan-
dler et al., 1982).

The constituents present in EtOAc and butanol frac-
tions were analysed by TLC, according to the previous-
ly described methodology (Mar1m Bettdlo et al., 1981;
Ugaz, 1994)

HPLC-fingerprint analysns

“The alcoholic extract of A. moluccana was analysed by

HPLC-fingerprint, using a Beckman-166 apparatus.
The extract was dissolved in methanol (10 mg/ml), fil-
tered and analysed (injection volume of 10 pl) through
a reversed phase, C-18 column with water-methanol
80:20 v/v at a flow rate of 1 ml/min using U.V. detector
at 300 nm (Fig. 1).

On'l

&8 2.0 48 60 8.0 10.0-12.0

140 16.0 8.0 20.0 22.0 2a4.0 26.0

(nin)

Fig. 1. HPLC profile of alcoholic extract of A. moluccana leaves. Chromatogaphic conditions: expefimental part.
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Pharmacological analysis: Abdominal constriction
response caused by intraperitoneal injection of dilute
acetic acid

Male Swiss mice, 25 - 30 g, were kept in a tempera-
ture controlled environment (23 =2 °C) with a 12-h
light-dark cycle. Food and water were freely avail-
able. The abdominal constriction resulting from intra-
peritoneal injection of acetic acid (0.6%), consisting
‘of a contraction of the abdominal muscle together
with a stretching of hind limbs, was carried out ac-
cording to procedures described previously (Collier et
al., 1968; Santos et al., 1994). Animals were pretreat-
ed with the extracts or compounds through intraperit-
oneal administration (1- 30 mg/kg) 30 min prior to
acetic acid injection. Control animals received a simi-
lar volume of 0.9% NaCl (10 ml/kg). All experiments
were carried out at 20 — 22 °C. After challenge, pairs
of mice were placed in separate boxes and the num-
ber of abdominal constrictions was cumulatively
counted over a period of 20 min.

Statistical Analysis

The results are presented as mean = s.e.m., and the sta-
tistical significance between the groups was analysed
by means of analysis of variance followed by Dunnett’s
multiple comparison test. P values less than 0.05 were
considered as indicative of significance. When appro-
priate, the ID, values (the dose of extract that reduced
responses by 50% relative to control value) were esti-
mated by graphical interpolation from individual ex-
periments. '

1 Results and Discussion

In order to investigate the analgesic activity of A. mo-
luccana, a hydroalcoholic extract (HE) prepared from
the leaves was investigated for inhibitory effect on ace-
tic acid-induced abdominal constriction. As can be seen
in Fig. 2, this extract, given intraperitoneally (3 to 60
mg/kg) exhibited potent and dose-dependent antinoci-
ceptive effect against acetic acid-induced writhing re-
sponse in mice. The mean ID;, value was 9.5
(5.9 -15.4) mg/kg with a maximal inhibition of
88 + 4%. These promising results led us to investigate
this-plant in more detail, in order to isolate and identi-
fy the phytoconstituents responsible for the indicated
pharmacological effects.

Thus, we have prepared another extract (ethanolic)
of A. moluccana leaves, which was successively parti-
tioned with solvents of increasing polarity, ie hexane,
dichloromethane, ethyl acetate and butanol. Since the
hexane soluble fraction yielded approximately 15-fold
more than all other extracts, and exhibited a significant
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analgesic activity (results not shown), it was selected
for phytochemical analysis.

The extract was chromatographed on a silica gel col-
umn eluted with increasing amount of EtOAc in hex-
ane. After fractionation, three white solids were ob-
tained and denominated as I, Il and II. The purity of
each was first verified TLC. _

Spectral data (IR, H'-NMR) of compound I indicat-
ed only the presence of carbon and hydrogen atoms
and the use of GC/MS confirmed to be a saturated hy-
drocarbon, n-hentriacontane (1), which is a well-
known alkane present in several plants of the family
Euphorbiaceae, particularly in species of Euphorbia,
Colliguaja and Argytamnia (Gnecco et al., 1996). This
compound was recently reported to be a.potent anti-tu-
mor agent (Takahashi et al., 1995). :

A
60 -
[7p)
7]
é ) **
o T
=
w J
O 30 *%
E I
[es] *%
g I * ¥
= I
o o
c 3 10 30 60

Hydroalcoholic extract of 4. moluccana (mg/kg, i.p.)

Fig. 2. Effect of the hydroalcoholic extract obtained from A.
moluccana leaves, against acetic acid-induced abdominal
constrictions in mice. Each column represents mean =+ s.e.m.
of eight to twelve experimental values. ** Significantly differ-
ent from controls; P < 0.01.

Table 1. Effect of compounds isolated from A. moluccana
leaves, aspirin and paracetamol, against acetic acetic-induced
abdominal constrictions in mice.

. Compound Inhibition (%)
n-hentriacontane 946
o and B-amyrin 84 +3
B-sitosterol S4x2
stigmasterol 42 =1
aspirin 352
paracetamol 38=1
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Solids II and III showed. positive reactions with sul-
phuric anisaldehyde and Liebermann-Burchard re-
agents, suggesting them to be sterols or terpenes (Mari-
ni-Bettélo et al., 1981; Ugaz, 1994). Further spectral
analysis, especially 3C-NMR, indicated the presence of
at least two compounds. The use of HRGC or
HRGC/MS techniques revealed a mixture containing
mainly B-sitosterol, stigmasterol and campesterol.
Moreover, spectral data were identical to those report-
ed previously (Aragio et al., 1990; Ikan, 1991)). Al-
though these phythosterols are common constituents of
higher plants, we have recently reported their analgesic
properties in several models of pain in mice (Niero,
1993; Santos et al., 1995b). These compounds, in addi-
tion to tannins and flavonoids, are responsible for the
analgesic effects of other members of Euphorbiaceae,
particularly those belonging to the genus Phyllanthus
(Santos et al., 1994, 1995a,b; Miguel et al., 1995,
1996; Cechinel Filho et al., 1996). Other studies have
shown that such phytosterols, besides antinociceptive
actions, exert potent antiinflammatory action against
carrageenan and cotton pellet induced oedema in rats,
the effect being comparable to that of hydrocortisone
and phenylbutazone (Handa et al, 1992).

On the other hand, spectral data (IR, 'H, *C-NMR
and EM) of solid III were compatible with those of o
and B-amyrin (Seo et al., 1975; Chandler et al., 1982),
two well-known antiinflammatory triterpenes (Loggia
et al., 1994; Recio et al., 1995). The use of HRGC in-
dicated similar amounts of both compounds.

In order to investigate if n-hentriacontane and triter-
penes contribute to the analgesic activity, we have ana-
lysed them for inhibition of acetic acid-induced abdom-
inal constrictions. The results shown in Table 1 suggest
a ID;, lower than 10 mg/kg. Hentriacontane and the
triterpenes inhibited the constrictions by 94 = 6 and 84
= 3%, respectively. In contrast, aspirin and paraceta-
mol, two well-known nonsteroidal antiinflammatory
drugs caused an inhibition of 35 +2% and 38 = 1%,
respectively (Cechinel Filho et al., 1995). These results,
together with results previously reported (Niero, 1993;
Santos et al., 1995a) strongly suggest that n-hentria-
contane as well as phytosterols and triterpenes may be
responsible, at least in part, for the analgesic activity
demonstrated by hydroalcoholic and hexane extracts
of A. moluccana leaves. .

It is interesting to mention that moluccanin (Sham-
suddin et al., 1988) and the triterpenes moretenone and
moretenol (Hui and Ho, 1968), substances previously
isolated from A. moluccana, were not observed in our
investigation. This suggests that environmental factors
may be acting on the plant.

We have also examined the chromatographic profile
of the ethyl acetate and butanol fractions of this plant
by TLC, using specific reagents (Marini-Bettélo et al.,

1981; Ugaz, 1994). The results indicated the presence
of phenolic compounds, particularly flavonoids, and
the absence of alkaloids. Preliminary HPLC analysis
showed one main peak, but it was not. yet identified
(Fig. 1).

Finally, our results showed that extracts obtained
from A. moluccana leaves exhibit analgesic properties,
which are mainly related with the presence of n-hentri-
acontane, phytosterols and triterpenes in hexane frac-
tion. Further studies are now in progress in order to
isolate and identify other possible active principles
present in the plant.
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Resumo

Aleurites moluccana L. Willd, conhecida como “No-
gueira-da-India” ou “Nogueira-de-Iguape”, é uma planta
freqiientemente utilizada na medicina popular para o trata-
mento de tumores, Glceras, dor de cabega, febre, diarréia e
também tem sido utilizada como antiinflamatdéria. O uso
de procedimentos cromatogrificos e técnicas espectrosco-
picas permitiu o isolamento e a identificagio de n-hentria-

contano, [-sitosterol, estigmasterol, o, B-amirina, dcido-

acetil aleuritélico e swertisina, um flavonéide glicosilado.
Os quatro primeiro compostos (10 mg/kg; i.p.) inibiram
significativamente as contor¢oes abdominais induzidas pelo
acido acético 0,6% em camundongos, com inibi¢des de 94,
54,42, 84%, respectivamente, em relagdo ao grupo controle,
enquanto a swertisina foi inativa neste modelo. Os resul-
tados indicam que os compostos apolares da planta parecem
ser os responsdveis, pelo menos em parte, pelos considerd-
veis efeitos analgésicos apresentados pela A. moluccana.

Palavras-chave: Aleurites moluccana; n-hentriacontano; f-sitosterol;
estigmasterol: o, B-amirina; dcido acetil aleurit6lico; swertisina. )

Abstract

Aleurites moluccanal.. Willd., known as “Nogueira-
da-India” or “Nogueira-de-Iguape”, is a medicinal plant
frequently employed in folk medicine for the treatment
of tumors, ulcers, headache, fevers, and diarrhea and it is
also used as anti-inflammatory. The use of chromato-
graphic procedures and spectroscopic techniques permitted
the isolation and identification of the n-hentriacontane,
B-sitosterol, stigmasterol, o and P-amyrin, acetyl
aleuritolic acid and swertisin, a glycoside flavonoid. The
first four compounds (10 mg/kg), considerably inhibited
the acetic acid-induced abdominal constrictions in
mice, with inhibition of 94, 54, 42, 84%, respectively, in
relation to the control animals, while swertsin was inactive
in this model. The results indicate that the non polar
compounds of this plant seem to be responsible, at least
partially, for the considerable analgesic effects shown by
A. moluccana.

Key Words: Aleurites moluccana; n-hentriacontane; B-sitosterol:
stigmasterol; o and B-amyrin: acetyl aleuritolic acid; swertisin.

INTRODUCAO

A familia Euphorbiaceae compreende
um grande numero de géneros, (~300) e
numerosas espécies (~8000) (Corréa, 1984;
Villalobos & Castellanos, 1992). Incluem espécies

predominantemente tropicais; também
amplamente distribuidas em zonas temperadas
(Villalobos & Castellanos, 1992).

A Aleurites moluccana é uma planta
medicinal presente em vérias regides do Brasil,
utilizada na medicina popular para o tratamento
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de diversas afeccdes, como febre, inflamagdes,
Glceras e também utilizada como estimulante
laxativo e sudorifero (Corréa, 1984; Duke, 1991).

Estudos fitoquimicos anteriores demonstra-
ram o isolamento e a identificagdo de vérios meta-
bélitos secunddrios, como os triterpenos more-
tenone, moretenol, o-amirina (folhas) e o esteréide
B-sitosterol (folhas e caule) (Hui & Ho, 1968).
Um novo cumarinoligndide foi isolado das cascas
e denominado moluccanin (Shamsuddin et al.
1988) e da noz obteve-se um 6leo, chamado kukui,
que exibiu um alto perfil téxico contendo uma
elevada concentracdo de linoleico e acido
linoleico, e tem sido utilizado como produto para
formulacGes cosméticas destinadas a individuos
propensos a acnes (Klein, 1991).

Estudos recentes indicaram que V4rios
extratos de A. moluccana apresentaram ativi-
dade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus € Pseudomonas aeruginosa (Locher
et al. , 1995).

No presente estudo, foi realizada uma anélise
fitoquimica e a identificagdo de compostos, através
de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
técnicas espectroscépicas (IV, CG-EM, RMN-'H
e 3C) das folhas e cascas de A. moluccana, bem
como avaliacdo farmacoldgica do extrato das
folhas e dos compostos isolados.

MATERIAIS E METODOS
Material Vegetal

A planta em estudo foi identificada pelo
Prof. Dr. Ademir Reis, cuja excicata encontra-se
depositada no Herbarium Barbosa Rodrigues
(HBR), na cidade de Itajai, registrada pelo
cédigo V.C.Filho 001. As folhas e cascas foram
coletadas no municipio de Itajai - SC e devi-
damente tratadas para a realizagdo do presente
estudo.

Analise Fitoquimica

As folhas (600 g) e cascas (570 g) de A.
moluccana foram trituradas e submetidas a
extracao com etanol e metanol, respectivamente,
a temperatura ambiente por aproximadamente
duas semanas. Apds remog¢io do solvente, o
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extrato foi concentrado sob pressdo reduzida e
sucessivamente particionado com hexano,
diclorometano (CH,Cl,), acetato de etila (AcOE()
e butanol, respectivamente. Inicialmente, partiu-

‘se para investigagdo do extrato obtido das folhas.

Assim, a fracdo de hexano, ap6s procedimentos
cromatogrificos, possibilitou o isolamento e a
identificacdo de n-hentriacontano, o e 3-amirina,
B-sitosterol e estigmasterol. As fracdes de AcOEt
e butanol exibiram um perfil cromatogrédfico
similar, sendo, entdo, combinadas para separa¢ao
cromatografica. Este material (3,38 g) foi croma-
tografado em coluna de silica gel, eluida com
CHCI,:MeOH com aumento gradativo de polari-
dade, onde se isolou um sélido amarelo (80 mg),
identificado como um flavondide glicosilado deno-
minado swertisina (1) a partir de dados espec-
troscépicos, especialmente RMN-'H e *C.

A fragdo de diclorometano (3,9 g), obtida
das cascas de A. moluccana, foi cromatografada
como no caso anterior, eluida com Hexano:
AcOEt, com acréscimo gradativo de polaridade.
Apés monitoramento por CCD, as fra¢Ges simi-
lares foram reunidas e recromatografadas usando
o mesmo procedimento, obtendo-se um sélido
cristalino branco, identificado como &cido
acetil aleuritdlico (19 mg) (2), apds comparagao
direta com uma amostra auténtica (IV, RMN-'H
e 13C).

Avaliacido da Atividade Analgésica

Modelo das Contor¢des Abdominais Induzidas
pelo Acido Acético 0,6% em Camundongos

Foram utilizados camundongos do tipo
“Swiss” machos ou fémeas (25-35 g). Os camun-
dongos foram mantidos sob temperatura e ilumi-
nagdo controlada, com ragio e dgua ad libitum.
A resposta nociceptiva foi induzida, utilizando-se
“writhing test” com 4cido acético (0,6%, via
intraperitoneal), que promove contorgdes
abdominais seguido de extensdo de uma das patas
posteriores (Collier et al. , 1968; Santos ef al. ,
1995).

Os animais foram pré-tratados com diferentes
extratos ou compostos (3-60 mg/kg), 30 min.
antes da injecdo do acido acético. O grupo
controle recebeu volume semelhante de NaCl
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(0,9%) (10 mI/Kg). Todos os experimentos foram
realizados a 20-22°C. As contor¢des abdominais
foram quantificadas durante 20 minutos. A
atividade analgésica foi determinada tomando-se
como base a inibi¢do do niimero das contor¢des
abdominais em rela¢do ao grupo controle.

RESULTADOS

Para investigacdo da atividade da A.
moluccana, inicialmente foi preparado o extrato
hidroalcéolico (EH) das folhas, utilizando-se
os métodos convencionais. Como pode ser
observado na Gréfico 1, tal extrato, quando
administrado intraperitonealmente (3-60 mg/Kg)
causou significativa inibi¢cdo de forma dose-
dependente da nocicepg¢do induzida pelo 4dcido
acético em camundongos. A DI, calculada
foi 9,5 (5,9-15,4) mg/kg com inibi¢do méaxima
de 88 £4%. Esses promissores resultados esti-
mularam a realiza¢do de uma investigagio mais
detalhada desta planta, visando ao isolamento e &
identificagdo dos fitoconstituintes responsaveis
pelos efeitos farmacolégicos indicados (Meyre-
Silva et al.; 1996a, b, 1997a).

Assim, foi obtido o extrato etandlico das
folhas de A. moluccana, o qual foi sucessivamente
particionado com solventes de polaridade
crescente, como hexano, diclorometano, acetato
de etila e butanol, respectivamente. Considerando
que a fra¢do solivel em hexano foi obtida com
alto grau de rendimento, aproximadamente quinze
vezes maior que todas as outras fra¢des, bem
como exibiu uma atividade analgésica significativa
(resultados ndo apresentados), o mesmo foi ini-
cialmente selecionado para anlise fitoquimica.

Tal fragdo foi cromatografada em coluna de
silica gel (Merck), eluida com hexano: AcOEt,
com aumento gradativo de AcOEt. Apés os proce-
dimentos usuais (ver parte experimental), trés
sdlidos brancos foram obtidos e denominados
inicialmente como I, II e III, cuja pureza foi
verificada por cromatografia em camada delgada
(CCD) (Collins & Braga, 1988).

Dados espectroscépicos (IV, 'H-RMN) do
composto I indicaram somente a presenca de
ligagdes de hidrocarboneto (C-H), e o uso de CG/
EM confirmou um hidrocarboneto saturado, n-
hentriacontano (I), o qual é um alcano bastante
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conhecido, estando presente em diversas plantas
da familia Euphorbiaceae, particularmente nas
espécies de Euphorbia, Colliguajae Argytamnia
(Gnecco et al. , 1996). Este composto foi
recentemente reportado como um importante
agente antitumoral (Takahashi et al. , 1995).

Os s6lidos II e III apresentaram reac¢do
positiva para os reagentes Anisaldeido sulfiirico e
com o Liebermann-Burchard, sugerindo serem
esterdis ou terpenos (Marini-BettSloer al., 1981;
Ugaz, 1994). Anélises espectrais adicionais,
especialmente *C-RMN, indicaram que o sélido
IT apresentava pelo menos dois compostos
diferentes. Através de técnicas de CGAR ou
CGAR/EM pbde-se constatar que a mistura
continha principalmente [-sitosterol e
estigmasterol. Além disso, os sinais dos dados
espectrais foram idénticos aqueles relatados
anteriormente (Niero, 1993; Santos et al. ,
1995). Embora estes fitoesterdis sejam substincias
comumente presentes em vdrias plantas
(Niero, 1993; Hooper & Chandler, 1984), foi
recentemente demonstrado, pela primeira vez,
suas propriedades analgésicas em varios modelos
de dor em camundongos (Niero, 1993; Santos
et al. , 1995). Além disso, o B-sitosterol vem
adquirindo grande importincia na produ¢do de
farmacos esteroidais, como horménios (Kovganko
& Kashkan, 1994). Estes compostos, bem como
taninos e fiavondides, parecem ser os responsaveis
pelo efeito analgésico de outras plantas da familia
Euphorbiaceae, particularmente aquelas perten-
centes ao género Phyllanthus (Santos et al. ;
1994, 1995; Miguel er al. , 1995, 1996;
Cechinel-Filho ef al. , 1996). Outros estudos
tém demonstrado que tais fitoesterdis, além da
acdo antinociceptiva, exercem potente a¢io
antiedematogénica em ratos, sendo seu efeito
compardvel com a hidrocortisona (corticéide) e
fenilbutazona (antiinflamatério nio esteroidal)
(Handa, Chawla and Sharma, 1992; Recio
etal. , 1995).

Os dados espectroscépicos (IV, RMN-'H,
*C) do sélido III, foram compativeis com aqueles
de o e B-amirina, dois triterpenos bastante
conhecidos que exercem agdo antiinflamatéria
(Gupta etal.,1971; Loggia et al., 1994; Recio
et al. , 1995), cujos dados espectrais estdo
de acordo com os da literatura (Seo, Tomita
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& Tori, 1975; Chandler et al. , 1982). O uso de
CGAR indicou quantidade similar de ambos
compostos.

No intuito de investigar se o n-hentriacon-
tano, a mistura de triterpenos e swertisina
contribuem para a atividade analgésica encontrada
para os extratos de A. moluccana, estes foram
avaliados através do teste de contor¢des abdo-
minais induzidas pela inje¢do de 4cido acético em
camundongos. Os resultados apresentados na
Tabela 1 demonstram as DI, para estes compos-
tos, exceto para swertisina, que foi inativo, foram
inferiores a 10 mg/Kg. As inibi¢des maximas das
contor¢des abdominais observadas foram 94 +6
e 84 +3% para o n-hentriacontano e a mistura
dos triterpenos, .,3-amirina, respectivamente.
Por outro lado, a aspirina e o paracetamol
(drogas antiinflamatérias nio-esteroidais usadas
para efeito de compara¢ido), administradas
intraperitonealmente na mesma dose, causaram
inibicdo de 35 +2 e 38 +1%, respectivamente
(Cechinel-Filho et al., 1995). Esses resultados
sugerem que o n-hentriacontano e os triterpenos
foram mais eficazes que as drogas
antiinflamatérias utilizadas, justificando, ao
menos em parte, que esses compostos podem
estar contribuindo para a importante atividade
analgésica apresentada pelos extratos hidro-
alcéolico e hexédnico obtidos das folhas de
A. moluccana.

mno-nwo~=cog

[ 3 10 k4 60

A. moluccana (mg/Kg,i.p.}

Gréfico 1. Efeitos do extrato hidroalcodlico obtido das
folhas de A. moluccana administrado intraperitonealmente
sobre as contorgdes abdominais induzidas pela
administragdo de acido acético em camundongos. As
colunas representam os valores da média =E.P.M. de 6-8
animais.

Tabela 1. Efeitos dos compostos isolados das folhas de
A. moluccana, aspirina e paracetamol administrados intra-
peritonealmente na dose de 10 mg/kg sob as contor¢hes
abdominais induzidas pela administragdo de 4cido acético
em camundongos.

Compostos Inibicao
n-hentriacontano 94 +6
o e B-amirina 84 3
*B-sitosterol 5442
*estigmasterol 4241
swertisina 1
aspirina 35+2
paracetamol 381

I = Inativo (ndo inibiu as contor¢des abdominais)
* (NIERO, 1993; SANTOS et al.. 1995)

Os extratos das folhas de A. moluccana,
particionados com AcOEt e butanol, foram
submetidos & cromatografia em camada delgada
e como apresentaram similar perfil cromatografico
(CCD), foram reunidos. Usando reagentes
especificos visando caracterizar as classes de

- compostos organicos presentes nestas fragdes,

foram utilizados alguns reativos especificos para
deteccdo em CCD (Marini-Bettélo et al. ,
1981; Ugaz, 1994), em que se evidenciaram a
auséncia de alcaldides e a presenga de compostos
fendlicos, particularmente flavondides. Posterior-
mente, os extratos de AcOEt/BuOH foram
submetidos a cromatografia em coluna, sendo
isoladas duas substancias fendlicas. Uma delas foi
identificada como um. flavondide glicosilado,
denominado swertisina (Figura 1). O outro
composto possui um Rf menor do que o
swertisina, e acredita-se que seja também um
flavondide glicosilado, devido a algumas
caracteristicas fisico-quimicas similares.

.Figura 1. Estrutura molecular da Swertisina isolada de
A. moluccana.

Embora a swertisina tenha sido encontrada
em outras plantas, € um produto natural raro, ndo
tendo sido anterior-mente descrito para as plantas
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pertencentes a familia Euphorbiaceae. Como pode
ser visto na Tabela 1, este composto ndo causou
inibigdo das contor¢des induzidas pelo 4cido
acético, sendo totalmente inativo no modelo de
dor avaliado.

Com relacdo aos compostos mencionados
anteriormente, moluccanin (Shamsuddin et
al. , 1988) e os triterpenos, moretenone
e moretenol (Hui & Ho, 1968), os quais foram
isolados previamente da A. moluccana, na
presente investigacio n@o foram observados. Esse
fato sugere que fatores ambientais podem estar
influenciando na biossintese dessas substincias
nesta planta. '

A partir do extrato metanolico das cascas de
A. moluccana, particionado com solventes de
polaridade crescente, obtiveram-se diferentes
fracdes, entre as quais, a fracio de diclorometano,
que foi submetida a andlise por CCD, apresen-
tando evidéncias sobre a presenca de compostos
de natureza terpénica diferente dos encontrados
nas folhas desta planta. Apés o uso de proce-
dimentos cromatograficos (CCD, CC), isolou-se

um sdélido cristalino branco, identificado como .

acido acetil aleuritélico (Figura 2) (Meyre-Silva

para a A. montana (Misra & Khastgir, 1970).
Tal composto também foi isolado anteriormente
da planta Croton urucurana, o qual foi demons-
trado apresentar importante efeito antimicrobiano
contra diferentes bactérias patogénicas (Peres et
al. , 1997), além de importante acdo analgésica
(Santos et al. , 1997).

COOH

CH3CO!

Figura 2. Estrutura molecular da 4cido acetil aleuritélico
isolado de A. moluccana.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que a
A. moluccana apresenta constituintes quimicos
com relevante a¢do analgésica, justificando seu
uso na medicina popular contra processos

et al. , 1998), o qual foi anteriormente relatado dolorosos em geral.
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Aleurites moluccana L. (Willd.) (Euphorbiaceae), known as
“Nogueira-da-india” in Brazil, is frequently used in folk
medicine to treat fevers, headache, tumours, diarrhoea and
asthma (1-3). We have previously shown that the hydro-
alcoholic extract obtained from the leaves of this plant exhibit

antinociceptive properties which could be related to ‘the - ..

presence of triterpenes, steroids and flavonoids (4, 5). In the
present study, we have extended our investigations in order
to determine other active flavonoids present in the A. moluc-
cana leaves. The plant material was collected in Itajai, state of
Santa Catarina, Brazil, in October 1997 and classified by Dr.
Ademir Reis (BRH). A voucher specimen was deposited at the
Barbosa Rodrigues Herbarium (BRH), Itajai-SC, Brazil under
number VC Filho 001.

The air-dried leaves (750g) of A.moluccana were extracted
with EtOH/MeOH (2 : 1) for 10 days. The resulting extract was
then partitioned with dichloromethane (DCM), ethyl acetate
(EA) and butanol (BuOH), respectively. The EA and BuOH
fractions were combined (3.4g) because they exhibited a
similar chromatographic profile (TLC); they were chromato-
graphed on a column of silica gel (75g) using the following
eluents: CHCl; (100.ml), CHCl: MeOH (9: 1) (200 ml), CHCl3/
MeOH (8:2) (300ml), CHCl3/MeOH (5:5) (200ml), MeOH
(100 ml). Elution with CHCl;/MeOH (5 : 5) yielded a phenolic
compound, swertisin (1) (80 mg) (5), whose spectroscopic
data are identical to those reported in the literature (6, 7).
Elution with MeOH allowed to the isolation of another
phenolic compound and through the final purification using
Sephadex LH-20 column eluted with MeOH/H,0 (70:30)
(100 ml), the flavonoid 2 was obtained (90 mg). It is desig-
~nated 2°-O-rhamnosylswertisin and its structure was con-

firmed by spectroscopic data ('H-NMR and '*C-NMR, IR, FAB/
MS) and comparison with the data described in the literature

(8).

The antinociceptive effect of both 1 and 2 was evaluated by
the writhing test in mice (9). The results shown in Figure 1
indicated that 2 inhibits dose-dependently the abdominal
constrictions caused by acetic acid, with a calculated IDsg
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value of 8.4 (6.9-10.2umol/kg) and maximal inhibition of
92 % + 4. When compared with aspirin, which was previously
analysed in our laboratory (IDsy = 133 umol/kg) (9), 2 was
about 16 fold-more potent. On the other hand, 1 did not show
any effect in the same experimental procedure, suggesting
that the ramnosyl group is important for the antinociceptive
activity. Our results demonstrate that besides compounds
previously described (4, 5), 2 also strongly contributes to
explain the antinociceptive action of A. moluccana.

Information in detail about the work procedure and copies of '

the original spectra can be obtained from the author of
correspondence.

IDsy = 8.4 (6.9-10.2) pmol/kg
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Fig.1 Antinociceptive effect for 2”-O-rhamnosylswertsin ( ) given
|ntraperltoneally against acetic acid-induced abdominal constric-
tions in mice. Each group represents the mean of 6 to 8 experi-
ments and the vertical bars indicate the s.e.em. ** P < 0.01
compared with corresponding control value.
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As a continuation of our investigations on the polyphenol
compounds of Argentine medicinal Pterocaulon species, we
now report the isolation of two 5,6,7-trioxygenated coumar-
ins and six 6,7-dioxygenated coumarins from the aerial parts
of Pterocaulon polystachium DC (Compositae), collected and
identified from the Experimental Station INTA of Entre Rios
(Argentina). A herbarium specimen No SD-050 is being
preserved in the department.

P. polystachium is an aromatic plant which has the property to
act as a repellent of fleas and flies (1) and which has been
traditionally used in decoctions for insolation cases (2). In our
previous -work the isolation and identification of flavonoids
and caffeoylquinic acids from the aerial parts of this plant
were reported (3, 4). This is the first report on the isolation of
coumarins from this species.

Dried powdered aerial - parts of the plant (900g) were
successively extracted with petroleumn ether (60-80°C),
CH,Cl,, EtOAc and MeOH in a Soxhlet apparatus. The petro-
leum ether extract was evaporated under reduced pressure to
afford a syrup residue (36 g), of which one portion (2 g) was
chromatographed on- a silica gel column (200g, 2.5cm Xx
40 cm). Elution was performed by a gradient of petroleum
ether (60-80 °C)-EtOAc (70:30 to 0: 100, 1600 ml) affording
90 mg of 5-(3-methyl-2-butenyloxy)-6,7-methylenedioxycou-
marin (1) (5) and 53 mg of 5-methoxy-6,7-methylenedioxy-
coumarin (2) (5) after crystallisation from MeOH from Fr. I
(petroleum ether-EtOAc, 70 : 30, 40-100ml) and Fr. IV (petro-
leum ether-EtOAc, 70:30, 120-200ml), respectively. Re-
peated preparative TLC (silica gel Fs4, Tol/CHCl3/Me,CO,
100:100:8) from Fr. V (petroleum ether-EtOAc, 60:40,
200-320ml) yielded 36 mg of ayapin (6,7-methylenedioxy-
coumarin) (3) (6, 7) (R; = 0.45) and 25 mg and 7-(3-methyl-2-
butenyloxy)-6-methoxycoumarin (4) (8) (R = 0.40). 23 mg of
prenyletin (5) (8) was obtained after crystallisation of Fr. VI
(petroleum ether-EtOAc, 60:40, 320-400 ml) from MeOH,
and 35mg of virgatenol (7-(2-hydroxy-3-methyl-3-buteny-
loxy)-6-methoxycoumarin) (6) (6) was crystallized from
MeOH from Fr. VIl (petroleum ether-EtOAc, 50:50, 440~
500 ml). The CH,Cl, extract was evaporated under reduced
pressure to give a viscous solid (18 g). A portion of the residue
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