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RESUMO

O presente trabalho envolveu especialmente a extragdo, o isolamento e a
identificacao de constituintes quimicos presentes nas plantas Aleurites moluccana,
Bauhinia microstachya e Marrubium vulgare. Dando continuidade aos estudos
realizados anteriormente com a planta A.moluccana, da fragdo hexanica obtida
das folhas foi isolada e identicada uma mistura de triterpenos, a e B -amirinona
(~1:1), sendo pela primeira vez relatado no género Aleurites. Das cascas desta
planta obteve-se o espruceanol e o acido atrarico, os quais ainda ndo haviam sido
relatados para o género Aleurites. Foi realizado um estudo comparativo com as
diferentes partes (raiz, caule, flor, casca, folha e semente) de A. moluccana com a
finalidade de verificar qual a melhor parte da planta, em termos de rendimento,
atividade bioldégica e constituicdo quimica, visando um futuro fitofarmaco.
Verificou-se que as folhas, além de apresentar um bom rendimento e atividade
antinociceptiva, foram evidenciados compostos bioativos, anteriormente
detectados, que contribuem para a atividade final do extrato. Da planta B.
microstachya foram obtidos cinco compostos fendlicos, galato de metila (1),
kaempferol 3-O-ramnosil (2), quercetina 3-O-ramnosil (3), miricetina 3-O-ramnosil
(4) e epicatequina 3-O-galato (5), os quais ndao haviam sido anteriormente
encontrados no género Bauhinia. O extrato metandlico e os compostos (3) e (4)
apresentaram significativo efeito analgésico quando testados no modelo de dor
induzida pelo acido acético em camundongos, resultados que justificam, ao
menos em parte, o uso na medicina popular desta planta para o tratamento de
processos dolorosos. Considerando o 6timo rendimento e a atividade
farmacologica promissora da marrubiina, a partir das partes aéreas de M. vulgare,
foram realizadas modificagées estruturais na busca de compostos mais ativos.
Obtéve-se éxito na reducao da fungao lactbnica da marrubiina, na formacao do
acido marrubiinico, na obtencdo de dois derivados esterificados do &cido
marrubiinico, 0s quais apresentaram efeito analgésico marcante em
camundongos. Dentre os compostos testados o acido marrubiinico apresentou

uma maior atividade analgésica, sugerindo a continuidade destes estudos, uma
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vez que o mesmo pode ser obtido com alto rendimento através da hidrdlise da
marrubiina. Os resultados permitem confirmar a presenca de varios principios
ativos nas plantas estudadas, justificando o seu uso medicinal e possibilitando
estudos de modificacdo estrutural na busca de substancias mais potentes e
seletivas.
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ABSTRACT

The present work describes the extraction, isolation and identification of the
chemical constituents from Aleurites moluccana, Bauhinia microstachya and
Marrubium vulgare. Following the previous studies with A. moluccana, the study of
hexanic fraction alowed to the isolation and identification of a mixture of
triterpenes, a and B-amyrinone (~ 1:1), which has been isolated from the genus
Aleurites for the first time. From the barks of this plant were obtained spruceanol
and atraric acid, which were not previously found in this genus. The comparative
study of different parts (root, steam, flower, bark, leaf and seed) of A. moluccana
had the aim of identifing what the better part of the plant, regarding the yield,
biological activity and chemical composition. The results showed that the leaves
exhibit the best yield and antinociceptive effects, suggesting that this part could be
explored to become a phytomedicine in the future. From B. microstachya five
phenolic compounds were isolated: methyl gallate (1), kaempferol 3-O-rhamnosyl
(2), quercetin 3-O-rhamnosyl (3), myricitin 3-O-rhamnosyl (4) and epicatechin 3-O-
gallate (5), which were not yet described in the genus Bauhinia. The methanolic
extract and compounds (3) and (4), when analysed against writhing test in mice,
showed an important analgesic activity, justifying, at least partially, the use of this
plant in folk medicine to treat dolorous processes. Considering the high yield and
promissing pharmacological activity of marrubiin, isolated from M. vulgare, some
structural modifications were performed in order to obtain more active compounds.
It was obtained success in the reduction of the lactonic funtion, in the formation of
marrubiinic acid and esterified derivatives, which exhibited significant analgesic
effect against writhing test in mice. Marrubiinic acid showed the better activity and
yield, suggesting that it could be used in the future as model to obtain new and
potent analgesic agents. In summary, the results confirmed the presence of
several active compounds in the studied plants, justifying their medicinal use as

well as the finding of some marrubiin derivatives with analgesic potential.
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1. INTRODUGCAO
1.1. ASPECTOS GERAIS

O uso da medicina tradicional vém ao longo dos anos ganhando
reconhecimento global. Nao somente as plantas medicinais continuam sendo
utilizadas em paises em desenvolvimento, mas também em paises onde a
medicina convencional é predominante’. Dados de 2000 revelam que o mercado
mundial de fitoterapicos faturou US$ 6,6 bilhdes nos EUA e US$ 8,5 bilhdes na
Europa, sendo a Alemanha o maior mercado mundial®>. O interesse em
medicamentos oriundos de plantas deve-se a algumas razdes como por ser a
medicina convencional de facil acesso e de baixo custo pode levar ao uso abusivo
e mesmo incorreto por parte da populagéao levando a efeitos indesejaveis, além de
muitos outros problemas®. O potencial das plantas como pesquisa na busca por
novos medicamentos, com novos modos de acao, alta seletividade e atividade é
ainda inexplorado, uma vez que, entre cerca de 250.000 — 350.000 espécies de
plantas existentes no mundo, somente pequena porcentagem tem sido investigada
fitoquimicamente e biologicamente, aproximadamente 35.000, e menos que 2500
tem sido caracterizados como metabélitos secundarios*®. Dados recentes
revelaram que dentre as florestas tropicais, as quais possuem um valor estimado
de 500.000 espécies de plantas, menos de 1% tem sido pesquisada para atividade
medicinal®.

A importancia e a potencialidade quimica das plantas medicinais podem ser
identificadas com dados obtidos em pesquisas cientificas, onde constatou-se que
aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos em todo mundo, originam-se
de plantas, sendo 121 compostos ativos utilizados em uso comum®. De 252
medicamentos considerados como bésicos e essenciais pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), 11% sao exclusivamente obtidos de plantas medicinais e um
nimero significante sdo farmacos sintéticos obtidos de fonte natural®’. Ainda de
acordo com a OMS, aproximadamente 80% da populacdo mundial utiliza

medicamentos tradicionais, basicos para a saude, a maioria envolvendo uso de
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extrato de plantas ou compostos ativos isolados das mesmas®. Varios produtos
naturais isolados de plantas superiores, apos varios estudos, tornaram-se agentes
clinicos. Como exemplos pode-se citar os antimalarios quinina e quinidina isolados
da Cinchona spp., digoxina, um glicosideo cardiaco, obtido da planta Digitalis spp.,
atropina da Atropa belladona, morfina e codeina da Papaver somniferum além de
muitas outras®. O maior impacto de farmacos derivados de plantas foi na area de
antitumorais, onde o taxol, isolado da planta Taxus brevifolia, vincristina e
vinblastina da Catharanthus roseus, tem melhorado drasticamente a efetividade da
quimioterapia contra alguns tipos de cancer'®.

Ao abordar o tema produtos naturais deve-se ter bem claro certos
conceitos. Planta medicinal é a planta utilizada para aliviar, prevenir e curar certas
doencas ou disturbios fisiologicos; a preparagao fitofarmacéutica € um
medicamento manufaturado obtido exclusivamente de plantas, ja o fitofarmaco é
um produto preparado seguindo procedimentos legais e que tenha sido
caracterizado em termos de sua efic4cia, seguranca e qualidade®*.

Durante o século 20, a busca por novos compostos bioativos a partir de
plantas voltou-se para a sintese destes compostos e seus anélogos,
principalmente utilizando a medicina combinatoria e design computacional de
farmacos. Apesar dos avangos da quimica, biologia molecular, pesquisa de
genomas, as plantas medicinais permanecem ainda como uma importante
alternativa de estudos, principalmente devido a sua grande diversidade quimica,
sendo considerada a melhor fonte de produtos para a saude humana e aliada a
efetividade das plantas, dos efeitos colaterais apresentados com o uso de
farmacos comerciais e o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia surgida com a
interacdo entre industrias e universidades. Seguindo este pensamento, o futuro
dos farmacos, oriundos de plantas, requer a utilizagdo de métodos seguros para o
isolamento, caracterizacdo e exploragdo de métodos qualitativos e quantitativos
que possam contribuir para uma eficiente descoberta, desenvolvimento e
comercializacdo de fitoterapicos. Aliado a isto, existe a necessidade de utilizar

sistemas regulatérios que garantam a seguranca e atividade destes fitoterapicos e
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estudos toxicoldgicos, farmacocinéticos e farmacodinamicos possibilitando a
designagdo de dosagens racionais'".

O éxito da pesquisa na quimica de produtos naturais depende do grau de
interacdo de um grupo de pesquisa multidisciplinar nos quais fitoquimicos,
botanicos sistematicos, farmacologistas, toxicologistas, bioquimicos, médicos e
microbiologistas (avaliacao bioldgica dos extratos, fracées e compostos isolados
das plantas) corroboram na tentativa de validar plantas medicinais, propiciando o
conhecimento real da diversidade quimica, visando a obtencdo de novos agentes

clinicos®'? .
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1.2. ESTUDO BIO-DIRECIONADO

O expressivo crescimento da pesquisa de produtos naturais nos ultimos
anos, deve-se principalmente ao rapido avango de técnicas de isolamento e
analise dos compostos bioativos em plantas e pela facilidade da busca de
informacdes em varios sistemas de bases de dados®'. A pesquisa fitoquimica
tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos de espécies vegetais através
do isolamento e identificacdo dos metabdlitos secundarios, assim chamados os
produtos naturais isolados das plantas. Estes metabdlitos secundarios sdo de
ocorréncia restrita em grupos taxonémicos, com grande diversidade quimica, nao
sendo essenciais para o0 crescimento e vida do vegetal, mas desempenhando
importante papel na resisténcia contra pestes, doencas e injurias que possam
influenciar a sobrevivéncia das espécies vegetais no seu ecossistema'®.

A natureza tem desenvolvido uma enorme diversidade de metabdlitos
secundarios durante séculos de evolugdo por uma ampla variedade de vias
metabdlicas disponiveis no metabolismo primario, essencial ao crescimento e vida
da planta. Muitos metabdlitos secundarios sao formados por sequéncia de reacoes
analogas ao metabolismo primario, o que torna a natureza vegetal numa fonte
inesgotavel de substéncias uteis, revelado por dados onde cerca de 100.000
substancias oriundas de plantas sdo conhecidas e estima-se que
aproximadamente 4.000 novas s&o descritas a cada ano'®.

A quimiodiversidade resulta de modificagbes em partes especificas do ciclo
biossintético, podendo ser por introducdo de substituintes, novos grupos
funcionais, isomerizagdes, abertura de anel ou acoplamento de diferentes
metabolitos secundarios’.

Diante desta ampla diversidade quimica, surge a necessidade de se utilizar
métodos de extracdao que possam funcionar como verdadeiros filtros de distintas
classes de compostos relativa as suas aptidées e caracteristicas.

O intuito da pesquisa nesta area consiste especialmente na identificacao
dos principios ativos das plantas medicinais, investigacdo dos extratos e fracoes
quanto a sua eficacia e constancia da atividade identificada e o isolamento destes
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compostos, sua determinagdo estrutural, podendo por conseguinte serem
sintetizados, modificados ou extraidos de forma mais eficiente. A Figura 1 ilustra
algumas etapas bésicas que podem ser seguidas quando se deseja obter
principios ativos de plantas’’.

PLANTA
TESTES EXTRATO BRUTO » EXTRATOS SEMIPUROS > TESTES
BIOLOGICOS BIOLOGICOS
PROCEDIMENTOS
CROMATOGRAFICOS
A 4
ELUCIDACAO - FRACOES - TESTES
ESTRUTURAL - COMPOSTOS PUROS »  BIOLOGICOS
MODIFICACAO SINTESE DE
ESTRUTURAL ANALOGOS
TESTES RELACAO - TESTES
BIOLOGICOS »  ESTRUTURA-ATIVIDADE »  BIOLOGICOS

Figura 1. Proce%imentos gerais para a obtencdo de compostos biologicamente
ativos ’.

ApéGs a escolha adequada da planta a ser estudada, tratamento adequado
durante a coleta e a armazenagem do material vegetal segue-se entdo ao método

pratico de extracdo dos compostos bioativos.
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- Selecao da Planta
A escolha da planta a ser abordada no estudo deve ser feita de forma

cuidadosa, observando seu uso e forma de administracdo na medicina popular e
possiveis efeitos toxicos observados.

Aliado a isto, faz-se necessario o conhecimento e experiéncia da
populacao/cultura ou informacdes sobre a composicdo quimica, relacionado ao
género ou familia e dos possiveis compostos com atividade quimica e
farmacologica definidas presentes na planta em estudo.

Realizada a escolha da planta a ser estudada a mesma devera ser
submetida a identificacdo botanica, sendo uma amostra armazenada em um
herbario servindo como material de referéncia. Para evitar contaminacdo do
material vegetal e promover a estabilizagdo, o mesmo deve ser seco a

temperatura ambiente, em local arejado e adequado, ou estufa (40°C)>'"'°,

- Isolamento de compostos ativos

A preparagdo do material vegetal a ser investigado é de extrema
importancia para os procedimentos seguintes de separacao e purificacdo, com o
intuito de promover o isolamento de compostos ativos de forma efetiva, com alto
valor terapéutico e remocao de materiais indesejaveis (clorofila, cera, taninos,
etc.).

Existem varias técnicas de preparacdo de um material vegetal para
realizacdo de técnicas de extracao e analise. Um dos métodos mais divulgados
utilizados na area de produtos naturais € a extragao inicial com solvente de baixa
polaridade, obtendo-se componentes lipofilicos ou o0 uso de solventes mais
polares (MeOH, EtOH), seguida por particdo que permite a obtencao de fragdes
de polaridades diferentes. A filtracdo também pode ser considerada, uma vez que
possibilita a remogé&o de material insoluvel, podendo este entdo ser submetido a
futura purificagéo através de cromatografia em coluna aberta®.

Outra técnica de preparacao € a fase solida, técnica simples onde utiliza um

adsorvente. Dependendo do tipo de adsorvente, troca idnica, fase reversa, permite
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uma maior ou menor interagdo com a amostra vegetal, favorecendo o
fracionamento ou purificagdo da amostra®®?’.

Entre as modernas técnicas para a preparacdo e analise de plantas
medicinais estdo a extracdo por fluido supercritico, extracao ultrasbnica e
extracdo liquido pressurizado. A extracao por fluido supercritico, utilizada por
muitos anos para a extracao de compostos volateis, consiste na extracao a partir
de um sélido ou liquido, utilizando um solvente imiscivel, no caso diéxido de
carbono, o qual é uma das vantagens em relacdo aos demais que utilizam
solventes perigosos & saude®. Esta técnica permite uma atuacdo rapida e
otimizada, uma vez que pode-se variar o volume de fluxo e pressao?’.

A extracdo através do uso de microondas baseia-se no aquecimento do
solvente ou mistura de solventes a serem utilizados na extracdo de forma a
acelerar a extragdo reduzindo assim o consumo de solventes organicos. Outro
método que também utiliza aquecimento como forma de melhorar a capacidade
dos solventes de dissolver os analitos é a extragéo liquido pressurizado, que como
o préprio nome diz, utiliza a pressdo no sentido de manter o solvente liquido a
altas temperaturas. Estes métodos podem utilizar solventes desde a agua até
mais polares, dentre os solventes organicos, como o metanol. O U(nico
inconveniente destas duas Ultimas técnicas que utilizam a temperatura para
promover efetividade na extracdo, é a possibilidade de degradacao de certos
compostos?'.

A extracao ultrasbnica, outra técnica de preparacdo de um material vegetal,
seria a utilizagdo de energia ultrasénica sob os ingredientes ativos no solvente.
Este método vem sendo utilizado principalmente para a extracdo de Oleos
essenciais?'.

Sao inumeros os métodos descritos para a preparagcao de extratos vegetais
visando melhorar a extracdo e possibilitando a descoberta de novos compostos
ativos, uma vez que geralmente 0s compostos presentes em maiores
concentracdes na planta € que sao realmente isolados pela fitoquimica. Deve-se
haver uma coeréncia na escolha de métodos a serem empregados com alta

eficiéncia, seletividade e facil manuseio.
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Dentro de nosso grupo de pesquisa escolheu-se o procedimento, indicado a
seguir, devido aos excelentes resultados obtidos com diversas plantas.

Uma vez escolhida a planta, esta deve ser seca e estabilizada e submetida
a trituracao, facilitando a extracao subsequente com solvente orgénico e particao
liquido-liquido com solventes de polaridade crescente, promovendo assim a
separacdao de compostos em diferentes classes quimicas, como observado na
Figura 2 . Em cada etapa de extracdo sdo obtidos extratos e fracdes que sdo
submetidas a avaliacdo farmacoldgica, o que impulsionara aos estudos futuros.
Esta etapa requer habilidade e inovacao, para garantir que o composto isolado
esteja na sua mais pura forma, possibilitando adequada caracterizagdo quimica e
biolégica, determinando o sucesso ou insucesso da investigacdo. E de extrema
importancia que todos os passos quimicos experimentais estejam devidamente

descritos.
PLANTA I
Maceracio com metanol (10 dias)
Evaporacio de solvente
EXTR.
METANOLICO
FRACAO DE FRACAO DE
HEXANO BUTANOL
FRACAO DE FRACAO DE
DICLOROMETANO ACETATO DE
ETILA
Esterodides Flavonéides
Terpenos glicosilados
Acetofenona Taninos
Saponinas
Lignanas Carboidratos
Flavonodides Flavondides
metoxilados Taninos
Lactonas Xantonas
Triterpenos Ac. Triterpénicos
Saponinas
Comp.fendlicos

Figura 2. Particio e separacdo provavel dos metabdlitos secundarios'’.
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O método demonstrado acima possibilita a separacao e subsequente
isolamento de varios constituintes quimicos, com excecao dos alcalbides. Estes
devido a presenga do atomo de nitrogénio em sua estrutura, conferindo um carater
bésico, necessitam de um método especifico para o isolamento efetivo. Um dos
métodos de extracao € a utilizacdo de uma base para a conversao do sal em base
livre, seguida por extracdo com solvente organico e submetida a purificagdo com
utilizagdo de uma solugao 4cida diluida’®.

Outras técnicas utilizadas para o isolamento de compostos bioativos, de
uma maneira geral, € o método que emprega uma fase estacionaria (silica gel),
que promove filtragdo do extrato alcodlico, sendo subseqlentemente submetido a
andlise farmacolégica preliminar, seguida de procedimentos para o isolamento dos
compostos bioativos'’. Um outro método utiliza combinagdo de técnicas como
CLAE acoplada ao UV (CLAE-UV) e também CLAE acoplada com EM (CLAE-
EM), que permite uma rapida deteccao, proporcionando informacdes preliminares
dos constituintes e da natureza do extrato®. Estas técnicas permitem a
identificacdo de metabdlitos que estdo em pequenas concentragcdes no extrato
total e juntamente com a cromatografia liquida acoplada com ressonancia
magnética nuclear (CL-RMN) a determinagcao estrutural dos constituintes

quimicos®.

1.3. METODOS USUAIS E MODERNOS DE SEPARACAO DE

COMPOSTOS NATURAIS

O processo de isolamento, purificacao e identificacdo de compostos de uma
mistura de um material vegetal, envolvem varias etapas de separagao, requerendo
equipamentos especializados e principalmente habilidade. Para isto, a
cromatografia tem lugar de merecido destaque no que se refere a separacéo,
identificacao e quantificacdo de compostos. A cromatografia € um método fisico de
separacgao, na qual os compostos a serem separados sao distribuidos entre duas
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fases, uma fase fixa de grande area superficial denominada fase estacionaria e

1>*, No ambito

outra, um fluido que percola através dela, chamada de fase méve
técnico, o problema de um controle de qualidade de um produto natural esta
centrado no fato que os mesmos sdao misturas complexas contendo constituintes
quimicos em variadas concentracdes, tornando assim muitas vezes este controle
inacessivel.

CCD — Cromatografia em Camada Delgada:

Uma das técnicas mais simples de cromatografia planar e nem por isso
dispensavel é o uso da cromatografia em camada delgada (CCD), um método de
escolha que permite 0 monitoramento e otimizagdo nos processos de avaliagdo
fitoquimica, bem como biossintético, de baixo custo, rapido e facil manuseio,
permitindo a escolha da fase estacionaria e sistema de solventes, forma de
deteccao e visualizagdo dos compostos isolados. Esta técnica vem sendo
bastante aplicada nos processos fitoquimicos como na cultura de callus de
25,26

diferentes espécies, separacao de alcaldides e muitas classes de compostos
CCP/OPLC - Cromatografia em Camada sob Pressao:

Outro método de cromatografia planar e que é considerado recente técnica
para a separagao e caracterizacao de extratos e compostos € a cromatografia em
camada sob pressdo (CCP/OPLC—Over Pressured Layer Chromatography),
método planar, o qual utiliza camada de silica (SiO,) ou alumina (Al.O3) onde, sob
condicdes de fluxo forcado de eluente ocorre o desenvolvimento rapido da
amostra. Esta técnica percorre num tempo curto, podendo utilizar pequenas
quantidades de amostra (50-100 mg) de mistura complexa com bons resultados
na separacao de alcaléides e compostos fenélicos?’.

DMA-AMD - Desenvolvimento Multiplo Automatizado:

Outro método é o Desenvolvimento Multiplo Automatizado (DMA-AMD -
Automated Multiple Development), o qual envolve cromatografia em placa, com
etapas de secagem entre cada eluicdo, utilizando solventes com gradiente de
polaridade decrescente. E utilizado para a separacdo de alcaldides, 6leos

essenciais e compostos fendlicos, trabalhando-se com pequenas quantidades?’.



Introdugdo

CC — Cromatografia em Coluna:

Para a separacdo de compostos em larga escala, um método classico e
amplamente utilizado é a cromatografia em coluna aberta (CC), que utiliza colunas
de diferentes tipos e dimensbdes, obtendo-se bons resultados pela possibilidade de
variacao da fase estacionaria, bem como da fase mdvel, principalmente no
isolamento dos compostos em altas concentragdes na planta em estudo®. Para
aumentar a velocidade de separacao foi desenvolvido um método de
cromatografia de adsorcdo simples, rapido e eficiente para a purificacdo de
compostos, como os alcaléides isolados da Rauvolfia bahiensis®®. O sistema é a
cromatografia flash, de baixo custo e facil operacdo, mas que requer alguns
cuidados com as amostras a serem analisadas, principalmente na presenca de
compostos sensiveis a contaminacdo®.

Chromatotron:

Entre as técnicas preparativas de separagao cromatografica, a utilizacdo da
cromatografia preparativa de forga centrifuga se faz presente, mas parece limitado
frente a algumas restricoes desta técnica. O Chromatotron, como também é
chamado, € um sistema composto de uma placa circular de cromatografia em
camada delgada e um motor inclinado o que permite mais eficiéncia na coleta dos
compostos ou fragdes. O eluente é adicionado no centro da placa, capaz de liberar
1-10 mL/min. e passar através da camada sob a influéncia da forga centrifuga®.
Este método tem sido aplicado na separacdo de varios produtos naturais,
incluindo saponinas, flavondides e saponinas hidrolisaveis?*?%°,

Cromatografia de Contra Corrente em Gotas :

Um outro método para a separacédo de compostos ativos € a Cromatografia
de contra corrente em gotas, que consiste de um tipo de cromatografia liquido-
liguido, podendo ser imisciveis ou na forma de solugdo, consistindo de 200-600
colunas de tubo de vidro silanizados interconectados em série por tubos capilares
de teflon, envolvendo campo gravitacional. As gotas de liquido da fase mével
passam através da coluna preenchendo a fase estacionaria. Dependendo da

escolha do solvente, as gotas passam de forma ascendente ou descendente



Introdugdo

através da coluna; como a fase movel se move através da coluna em forma de
gotas, a turbuléncia promove eficiente particionamento do soluto entre as duas
fases pela diferenca do coeficiente de particio da amostra®®. Este método é
empregado quando métodos de adsorcao cromatografica, na andlise de fracoes
polares, leva a uma adsorcao irreversivel ou decomposicao de substancias labeis;
proporciona boa resolugao e reprodutibilidade, mas € um método lento de andlise.
Encontram-se usos na separacgao de polifendis, triterpenos glicosilados, esterdides
glicosilados e saponinas esteroidais™’.
CG - Cromatografia Gasosa:

A cromatografia gasosa (CG), é um método usado para separar
componentes de uma solucdo e medir sua quantidade relativa. E uma técnica Util
para compostos organicos que nao decompdéem a altas temperaturas (até
aproximadamente 310°C), possibilitando a analise de compostos obtidos em
pequena quantidade da planta (microgramas)®'*2. A pureza da amostra também
pode ser avaliada com o uso da cromatografia a gas. Este método &€ um
instrumento analitico utilizado para identificacdo de compostos, mais volateis,
como sesquiterpenos, fendis, hidrocarbonetos, carotenos, alcoois lineares e
triterpénicos, esterdis, além de muitos outros que possam ser compativeis com o
sistema de separacdo®®3®. A cromatografia gasosa pode ser combinada com
espectrometria de massa (CG-EM) para separar compostos na amostra de acordo
com seu ponto de ebulicdo. Esta técnica vem sendo utilizada como método
sensivel na identificacdo de alcaldides tropanicos na planta Datura candida,
quantificacdo de fitoesterdides, deteccdo de varias classes de terpenos e em
outras andlises®**°. Uma das desvantagens a um outro método de separagdo
(CLAE-EM/HPLC-MS), é a necessidade de derivatizacdo dos compostos com o
objetivo de aumentar sua volatividade?.

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia:

Uma das técnicas mais atuais em termos de separacao, caracterizacao e
deteccdo, bem como controle final da pureza do composto isolado, € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC-High Performance Liquid

Chromatography) que utiliza colunas contendo um suporte e uma fase
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estacionaria (silica gel, alumina, etc) que oferece resisténcia ao fluxo da fase
mével, sendo assim, fazendo-se necessario a utilizacao de pressao, distinguindo-
se assim das demais, que utilizam a forca gravitacional para a separacdo dos
compostos®®3®. Dentre as vantagens, que este sistema oferece, pode-se citar a
possibilidade de separacdo de compostos, em baixas concentragcées na planta,
tempo curto de andlise, fase movel e estacionaria com ampla faixa de polaridade,
de modo que a seletividade no processo de separacado possa ser ajustada, além
da minimizagdo de decomposicdo de compostos instaveis na amostra'®?%??, Este
método vem sendo amplamente utilizado como na quantificagdo de alcaléides,
caracterizacdo de compostos fendlicos, diterpenos, triterpenos, sesquiterpenos,

naftoquinonas, alcaléides, cumarinas®®*'.

A CLAE acoplada ao ultravioleta
(CLAE-UV) fornece informacdes do tipo de constituinte, este requer a presencga de
grupos croméforos na molécula, sobre oxidacdo, no caso de polifenéis. A CLAE
associada a espectrometria de massa (CLAE-EM), sendo um método sensivel de
andlise molecular, fornece informacées do peso molecular dos compostos,
empregada, por exemplo, na detec¢ao do taxol, alcaldides, flavonoides, xantonas.
Esta técnica estda sendo utilizada como complementar a CG na analise de
compostos nao volateis de alto peso molecular em amostras complexas, buscando
maior sensibilidade e seletividade na analise??**2. A CLAE-RMN & um instrumento
ja conhecido, mas nao muito aceito devido a falta de sensibilidade, sendo que,
recentes progressos, tém impulsionado seu uso®. Por haver certas
incompatibilidades entre CLAE e EM, onde este ultimo usa de alto vacuo, altas
temperaturas, baixa velocidade ao contrario da CLAE, sendo assim necessérias
adaptacdes para o uso desta técnica®*2.

Estas técnicas, utilizando mais de um instrumento de andlise, também
chamadas de hifenadas, estdo surgindo como uma sequéncia automatizada de
andlises, permitindo extracado e analise de forma mais seletiva e complementar,
gerando uma grande quantidade de informagdes. Exemplos destas andlises sao
CL-UV-EM, CL-UV-RMN, CL-EM-EM , fornecendo maiores detalhes estruturais,

como caracteristicas dos fragmentos**“°.



Introducdo 14

Uma das areas que a cromatografia gasosa e CLAE se fazem presentes, €
no que se refere ao controle de qualidade, caracterizagdo e padronizacdo de
amostras, avaliando o conteudo do componente ativo € seu rendimento e também
empregadas na avaliagdo quanto a variacdo da composicdo quimica durante o
crescimento da planta®.

Nao existe uma Unica técnica capaz de solucionar o problema de separacao
de compostos de uma mistura, ou fracao e até mesmo purificagdo dos compostos,
requerendo a combinacao de varias técnicas, mesmo que complementares, para
se obter o composto puro. Todos os métodos tém suas vantagens e
desvantagens, e o0 método apropriado precisa ser cuidadosamente selecionado

para se obter o composto ativo devidamente isolado, purificado e caracterizado.

1.4. CONTROLE DE QUALIDADE DE PREPARAGCOES VEGETAIS

A partir do século XIX até os dias de hoje, a quimica tem se tornado parte
importante e inquestionavel, levando a descoberta e desenvolvimento de novos
compostos com muitas de aplicagdes. Como base neste sucesso, a quimica tem
desenvolvido uma série de métodos praticos e confiaveis de isolamento,
identificacdo e quantificacdo para a andlise de compostos na area académica, da
saude, meio ambiente e tecnologia. Neste contexto, o uso da medicina tradicional
e de plantas vem ganhando reconhecimento global. Sem um completo controle de
qualidade ndo se pode determinar se o composto bioativo esta realmente presente
na preparacao vegetal, se a dosagem é apropriada, se existe adulteragdo, outras
substancias ou contaminantes®*’*®.

Surge, entdo, a necessidade de direcionar o0s estudos para o
desenvolvimento de métodos de otimizacdo e padronizagdo para a produgédo e
avaliacdo de um material apropriado para o consumo, buscando pes-quisas
cientificas e clinicas no intuito de investigar a qualidade, seguranca e efi-ciéncia
do uso de produtos naturais, sua pureza, identidade e estabilidade'?**°".

A dificuldade de regulamentacdao de plantas medicinais, visto que o

processo legal troca de pais para pais, € particularmente um desafio dado ao
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desenvolvimento da medicina tradicional por diferentes culturas, em diferentes
regides, sem desenvolvimento de padrdes internacionais € métodos apropriados
de avaliacao, e por este motivo, poucas preparagdes a partir de plantas medicinais
tem sido avaliadas quanto a sua eficicia e seguranca'®®. Nos EUA, plantas
medicinais estdo classificadas como integrantes da classe de suplementos
alimentares e como os mesmos nao requerem prova de eficacia, seguranga, nem
padroes de controle de qualidade, consequentemente preparagdes vegetais nao
sofrem rigorosos controles como os farmacos®. Ao contrario, paises como
Alemanha, Franga, Inglaterra, Canada, Austrélia e Korea, obrigam a utilizacao de
métodos seguros e padronizados de qualidade de manufaturados vegetais®. Na
Korea, o controle de qualidade baseia-se na inspec¢ao da identidade, pureza e
caracterizagdo dos compostos, envolvendo exame macroscopico (embalagem,
caracteristicas organolépticas, apresentacao, materias estranhos) e microscépicos
(andlise da parede celular do vegetal) e inspecédo analitica utilizando técnicas
como CCD (TLC), CLAE (HPLC), CG-EM, CL-EM e espectrofotémetria’®*’.

Devido a problemas de falsificagdo e adultera¢des de produtos fitoterapicos,
o Ministério da Saude do Brasil editou uma norma visando estabelecer regras
qua®nto ao registro de medicamentos fitoterapicos e rigidos parametros de
qualidade, seguranca e eficacia terapéutica, surgindo assim a resolugdo RDC n°
17 (Brasil, 2000) e em abril de 2000 a RDC n° 33 veio complementa-la
estabelecendo exigéncias sobre boas praticas de fabricagdo e controle de
qualidade de ingredientes manipulados nas farmacias de manipulagao®. Para a
realizacdo do controle de qualidade de alguns produtos fitoterdpicos o Brasil
dispde de um material escrito que contém as especificacdes minimas da qualidade
de produtos farmacéuticos, desde a matéria-prima até a embalagem, a
Farmacopéia Brasileira. Infelizmente sdo poucos os fitoterapicos descritos na
farmacopéia dificultando o controle de qualidade de forma adequada e
reprodutivel.

Nem o guia de boas préaticas laboratoriais, ou de boas praticas de

producdo, nem as autoridades regulamentares estipulam quais técnicas

dwww.anvisa.gov.br
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cromatograficas e métodos devem ser utilizados quando se deseja realizar um
controle de qualidade para um produto®. Pesquisas realizadas neste sentido
demonstram que 0s equipamentos necessarios para um correto controle de
qualidade envolvem instrumentacdo cromatografica como CLAE (HPLC), CG,
CCD, além de dados espectroscopicos dos constituintes presentes no extrato ou
material vegetal®’#%**>* A CLAE tem prestado grande auxilio na padronizagao
permitindo verificar o perfil cromatografico do extrato, tornando possivel a
averiguacao das substancias presentes e ou responsaveis pela atividade
farmacologica e a cromatografia gasosa tem sido um valioso instrumento na
padronizacdo de muitas plantas medicinais®®-3"40°°,

Muitas contribuicdes relacionadas com a atividade, eficacia e toxicidade de
plantas medicinais tém sido publicadas, mas a identidade e qualidade dos
materiais vegetais ndo tém sido demonstradas. Portanto, a significancia desses
estudos e sua reprodutibilidade ainda s&o limitados®.

O conceito inicial de controle de qualidade foi concentrado especialmente
na avaliacdo da eficiéncia analitica, isto é, teste da sensibilidade analitica e
especificidade, bem como da exatiddo e reprodutibilidade dos métodos. Mais
tarde, este conceito foi expandido para confian¢ca da qualidade, o qual inclui
resultados, incluindo preparacdo da amostra, coleta, processamento do material,
eficiéncia da medicdo, validacdo dos resultados, bem como seu relatério e
interpretacdo. Uma nova expansao deste modelo tem nos levado a nogéao de
administragao da qualidade, o qual enfoca sobre os beneficios para a sociedade.
Para a total qualidade €& necessario incluir regulamentagbes nacionais e

internacionais, referéncia dos procedimentos e dos materiais®'.

1.4.1. VARIABILIDADE DE PREPARACOES VEGETAIS

Atualmente, a forma de padronizagcdo de plantas medicinais continua
insuficiente e esta auséncia de informagdes, de como proceder, pode ser
facilmente compreendida por razdes de variabilidade dos constituintes presentes

em uma planta®. Dependendo de sua origem, das condicdes de crescimento,
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como constituintes no solo, variacdo sazonal, influéncia climatica, data de coleta,
os constituintes quimicos podem diferenciar intensamente, quanto a qualidade e
quantidade de metabdlitos secundarios bioativos, de uma amostra para outra,
além das condicdes de secagem e estocagem*®**°¢. Padronizagao, otimizacéo e
controle completo das condi¢des de crescimento podem garantir uma producao
qualitativa controlada de muitos compostos derivados de plantas’.

Outro problema que pode acontecer seria interacbes da planta a ser
utilizada com outras e até com microorganismos. A polaridade do solvente usado
durante a extracdo, o modo de extracao e a instabilidade da composi¢dao quimica
da preparagdo sao fatores que podem influenciar na estabilidade do material
vegetal e ser freqientemente controlados quando a natureza dos constituintes
quimicos sdo conhecidos através da caracterizagdo e padronizacdo*®>2.

Para a padronizagdo qualitativa dos extratos, o0s procedimentos
cromatograficos ddo bons resultados, garantindo que o extrato corresponde ao
nome do extrato, permite a exclusdo ou descoberta de adulteragbes ou
reconstrucdo dos extratos e garantem que nenhuma degradagado tenha ocorrido

durante o processo extrativo®>>*.

1.4.2. CARACTERIZACAO DE PREPARACOES VEGETAIS

A caracterizacdo de um material vegetal, o qual pode conter principios
ativos conhecidos, desconhecidos ou uma mistura de varias plantas, requer a
combinagdo de dois ou mais métodos cromatograficos, incluindo dados
espectroscopicos 803,

Baseado em definicdbes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS/WHO),
composto caracterizado € um constituinte de uma parte da planta que pode ser
usado para garantir a identidade ou qualidade da preparacao fitoquimica, nao
sendo necessariamente responsavel pelos efeitos terapéuticos ou biolégicos da
planta®”.

Quando se tem uma preparacao vegetal com os constituintes conhecidos, a

caracterizacdo € feita com estes compostos, a cromatografia qualitativa €
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complementada com a determinagdo quantitativa dos principios ativos, utilizando
CLAE e CG, obtendo-se assim uma correlacdo entre a quantidade dos compostos
presentes e sua eficicia terapéutica ou farmacoldgica; além disto utiliza-se a CCD
para analisar este mesmo extrato na sua forma aquosa, analisando se todos os
compostos presentes sdo solubilizados no mesmo meio®. Em preparacdes que
nao se conhece a totalidade dos constituintes quimicos, compostos lideres podem
ser usados para a caracterizagdo, ndo estando relacionados com a atividade do
extrato, mas sendo compostos “marcadores” do extrato, caracteristico ou no caso
de existir alguma evidéncia de que um composto esteja contribuindo para a
atividade, este deve ser cinsiderado para a analise®”. Neste caso pode-se utilizar
CLAE, CG ou CCD**** Um exemplo da utilizagdo dessas trés técnicas como
forma de realizar um controle de qualidade foi o estudo com uma planta medicinal
chinesa conhecida como Beimu, espécie Fritillaria, onde alcal6ides isosteroidais
sdo0 0s principais compostos bioativos € que podem variar de espécie para
espécie®®.

A utilizacdo de preparacbes vegetais contendo misturas de diferentes
plantas é baseada no conhecimento de que possam existir efeitos sinérgicos e
antagonistas, o que n&o sio cientificamente muito bem avaliados?'??. Neste caso
a caracterizagdo quimica pode ser realizada utilizando-se CLAE, CLAE-EM ou
CG-EM™.

1.4.3. PADRONIZACAO E EFICACIA DE PREPARAGOES VEGETAIS

E bem conhecido que a eficacia terapéutica de um material vegetal
geralmente esta relacionado ndo a um simples grupo de compostos, como por
exemplo alcalbides da Atropa belladona, mas por varios grupos de constituintes.
Neste caso a analise quimica deve ser confirmada ndo somente por um simples
composto, mas caracterizada de forma mais completa possivel®®. Um exemplo de
padronizacdo realizada com uma planta é a andlise do Hypericum perforatum,
conhecida com St. John’s wort (erva de Sao Joado), utilizada como um

antidepressivo natural®. Estudos, realizados com esta planta, consideraram que
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0s compostos hipericina e pseudohipericina sdo 0s principais constituintes na
planta e tem sido utilizados como alvo de todos os métodos para a analise desta
planta, principalmente para a padronizagdo dos extratos®™ Varios métodos
analiticos foram utilizados para o monitoramento do composto principal, com
atividade na planta e caracterizacdo do extrato, como CLAE, UV e CCD e os
resultados revelaram que as técnicas usadas estavam em acordo e revelaram alta
significancia®.

Para a caracterizacdo e padronizacao de um material vegetal, técnicas
cromatograficas podem ser usadas somente se multiplas determinagdes forem
executadas, para que possa garantir com exatidao a estabilidade da composicéao
dos extratos, garantindo também a constancia da atividade do extrato®®. A
padronizagdo ndo é somente uma operagao analitica e ndo termina com a
identificacdo e andlise dos constituintes principais. Padronizagao significa um
grupo de informagdes necessérias para garantir ndo somente sua constancia
quimica, mas também sua eficacia®. Somente se um controle de qualidade for
rigidamente aplicado a um produto natural, podem estes produtos realmente

competir com os medicamentos sintéticos ja existentes.

1.5. IDENTIFICAGCAO DE COMPOSTOS ORGANICOS DE ORIGEM

NATURAL

Uma vez isolado um composto segue-se entdo a sua identificagdo
estrutural; este processo requer um acumulo de dados de numerosas técnicas que
possibilitara assimilagéo e fornecimento da estrutura quimica.

As técnicas baésicas, de elucidagdo estrutural de produtos naturais,
mudaram muito pouco nos ultimos 10 anos. Para as andlises utiliza-se do
infravermelho (IV), espectroscopia de hidrogénio e carbono (RMN-'H e '3C),
espectrometria de massa e rotacao ética. O avango destas pesquisas concerne
em estratégias empregadas para a elucidagdo estrutural, em termos de sua

estrutura, como estereoquimica relativa e absoluta®®%.
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Técnicas atuais empregadas para a suplementagdo das analises por
ressonancia magnética nuclear sio RMN-'°C com DEPT (intensificagdo do sinal
sem distorcdo por transferéncia de polarizagdo), INEPT, APT, COSY
(espectroscopia de correlacdo 'H-"H), HETCOR (heterocorrelagdo entre espectro
de 'H e '®C), também chamado de HOMCOR 2D, HMBC (conectividade de
multiplas  ligagcdes heteronuclear), NOE (efeito nuclear overhauser),
INADEQUATE, experimento que envolve determinacdo da correlagéo entre °C-
3C adjacentes, mas muito pouco utilizado devido a restrita quantidade natural de
3C em moléculas e devido ao seu alto custo, além de muitas outras
técnicas?®>%0,

Além destas técnicas pode-se empregar a difracdo de raios-X, e, neste
caso, a condicdo requerida para a analise é a disposicdo da amostra em cristal
adequado, possuir uma estrutura cristalina, podendo assim avaliar a
estereoquimica real da substancia, obter informacdes da forma tri-dimensional,
61,62

angulos e comprimento das ligacoes
IV — Espectroscopia no Infravermelho:

A espectrometria no infravermelho (IV) é a técnica que abrange no
espectro, a regido de 4000 a 400 cm™', dando informagdes das caracteristicas da
molécula como um todo, de seus grupamentos funcionais, que dao origem a
bandas que ocorrem na mesma freqléncia, independente da estrutura da
molécula®.

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear:

Para se estabelecer a constituicdo quimica de uma molécula é necessario o
conjunto de dados estruturais como ressonancia magnética nuclear, que permite
determinar a conectividade de cada ligagdo C-C e C-X na molécula. No caso de
uma molécula complexa, ou que ndo tenha dados na literatura que possam ser
debatidos, faz-se necessario o uso de técnicas suplementares que possam
fornecer maiores detalhes sobre a estrutura e mesmo comprova-la, mediante
diversos tipos de correlagéao.

A espectroscopia de correlagdao (COSY), fornece um espectro 2D, o qual da

um a visdo global das correlagdes 'H-'H , no caso de homonuclear, através dos
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“cross peaks” e HC COSY, correlacdo 'H-"3C que estdo diretamente ligados,
consequentemente nao fornece informacdes sobre os carbonos quaternarios, mas
para se obter esta informacao, utiliza-se o espectro COLOC, onde se obtém sinais
adicionais, indicando acoplamento & longa distancia??¢>%4,

Um experimento também utilizado para a determinacao da estereoquimica
de um composto e bastante utilizado na elucidacao de produtos naturais é o NOE-
diferencial, o qual permite mostrar a correlagcao dos prétons no espaco, através da
irradiagdo seletiva de um 'H, subtraindo o espectro normal do espectro e com
incremento no sinal do *C ao qual esta diretamente ligado ao préton®. Este efeito
Overhauser Nuclear (NOE), também ocorre com hidrogénios que nao estado
ligados diretamente, mas estdo espacialmente proximos®. Este procedimento é
muito 0til na distincdo de estereoisdmeros, configuragdo de ligagcbes dupla-
trisubstituidas e configuragdo da molécula®.

Como o espectro de RMN-°C fornece os deslocamentos quimicos dos
varios tipos de carbono, presentes na molécula, mas nao distingue entre CHs,
CHz, CH ou C, neste caso utiliza-se a técnica APT (teste dos hidrogénios ligados),
que fornece o nimero de 4tomos de 'H diretamente ligados a cada carbono em
um espectro de '*C, evidenciados pela forma com que se apresentam os picos,
como no caso de CH3 e CH, ambos para baixo, como sinais negativos e os CH,/C
como sinais positivos®.

Um método mais sensivel para esta analise € a escolha de DEPT, que
fornece espectro com fase positiva e negativa®®. Neste, obtém-se quatro
subespectros, um com os sinais de todos os carbonos protonados e os demais
apresentando os sinais dos CH, CH, e CHs, respectivamente, entretanto os
atomos de carbono quaternario, por ndo estarem ligados diretamente, ndo sao
observados®. Para avaliar correlagdes de 4tomos de carbonos e seus respectivos
prétons, existe a espectro HETCOR ('H-'3C COSY), que correlaciona os carbonos
e o0s protons diretamente ligados, prétons vizinhos, no caso das ligacoes
apresentarem distantes de 2-3 ligacdes, ligagdes 2J ou 3J, utiliza-se HETCOR
Long Range (ou HMBC)?.



Introducdo 22

EM — Espectrometria de Massa:

Uma das técnicas, ndao menos importante, aplicada a muitos sistemas
complexos e também utilizada como complementar é a espectrometria de massa
(EM), que ajuda a estabelecer a férmula molecular através da informagao do peso
molecular juntamente com informacbes das fragmentacOes caracteristicas da
molécula, utilizando bombardeamento de elétrons, ionizagdo quimica, entre
outras®®®”.

Depois de verificada a pureza do composto isolado, sua estrutura
determinada por métodos espectroscopicos, tendo entao a estrutura bem definida
e com bom rendimento durante sua obtengéao, a sintese total ou parcial, bem como
preparacao de derivados ou analogos pode ser tomada como etapa seguinte e
mesmo a modulacdo da atividade biologica e definicdo da relagdo estrutura-

atividade podem ser avaliados.

1.6. FARMACOS ORIUNDOS DE PRODUTOS NATURAIS

Historicamente, produtos naturais tém impulsionado a pesquisa de novos
medicamentos, produzindo poderosos compostos biologicamente ativos, os quais
podem e tem servido como compostos lideres. Aproximadamente 1/3 de todos os
farmacos aprovados pela FDA (Food and Drugs Administration) utilizados na
medicina convencional tem sua origem de plantas®. Um exemplo foi a descoberta
da penicilina, a partir do fungo Penicilum, que induziu a busca por agentes
antibiéticos, da atropina e quinina a partir de plantas***®. Estudos revelam que
atualmente cerca de 120 substancias puras, isoladas de plantas, em geral através
de indicagdes da medicina popular e estudos fitoquimicos bio-direcionados, sao
usadas com finalidades terapéuticas®®.

Plantas medicinais estdo se tornando cada vez mais populares em paises
desenvolvidos como resultado da insatisfacdo com a medicina convencional, e
devido a este fenbmeno, a industria farmacéutica, juntamente com institutos de

pesquisa, vem desenvolvendo estudos direcionados para a descoberta de novas
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substancias que possam substituir os tradicionais medicamentos, sem os efeitos
adversos®3°67°,

Um estudo realizado com a avaliacdo dos efeitos psicodinamicos e
farmacodinamicos, os quais corroboram para o efeito terapéutico, comprovou que
a eficacia de um medicamento esta mais relacionado com o componente
psicodinamico, que incorpora o valor que o0 paciente da a terapia com plantas
medicinais, o que envolve uma maior seguranca por parte do usuario, além de
tolerabilidade e aceitabilidade da medicina natural, em alguns casos ocorrendo até
a diminuicdo dos efeitos adversos que se fazem presentes na terapia
convencional’".

Outro fator que alguns pesquisadores tem levado em consideracao ao
buscar novas opg¢des de medicamentos de origem vegetal, € o conceito
etnobotanico, que agrega informacdes de plantas medicinais, em diferentes
regides, analisando o modo de uso, sua preparagao, aplicacao e aspectos gerais
sobre as doencas da regido em estudo’®. Neste estudo ficou identificado que a
integracao dos dados etnobotanicos com os estudos fitoquimicos e farmacolégicos
contribui para um melhor entendimento do modo de agdo de importantes produtos
naturais. Como exemplo de importante éxito da etnomedicina pode-se citar dois
agentes antiinfecciosos malarios a quinina (1) e artemisinina (2) isolados das
plantas Chincona succiruba e Artemisia annua, respectivamente® ">,

Existe uma grande necessidade da utilizagdo de pesquisas cientificas para
a busca de novas substancias, com especificos modos de acdo e em um particular
receptor, dado a imensa expansdo de numerosas doengas. As areas de atuacao
envolvem a busca por moléculas que possam interferir no processo do céancer,
atuar como antiinfecciosos, controle de doencas tropicais, regulacao de fertilidade,
processos inflamatérios e na alergia, hepatoprotecdo e atividade
imunomoduladora’™.

Nesta busca incessante de novos farmacos, ndo deve-se deixar de
mencionar um dos medicamentos mais promissores, origindrio de plantas, o
diterpeno taxol (3), isolado da Taxus brevifolia, sendo desenvolvido atualmente

pelo Instituto Nacional do Cancer e pela Companhia Bristol-Myer Squibb, como
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medicamento comercial’>"*"®. Esta descoberta impulsionou ainda mais a busca
por substancias ativas, neste contexto, podemos também citar a descoberta da
hipericina (4), isolado da Hypericum perforatum, que além de exercer efeito
antidepressivo, exibe atividade antiretroviral, atividade esta de suma importancia
visto a expansao da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), dentro desta
linha de pesquisa tem-se o alcaldide tetrahidroxindolizinico, castanospermina (5),
isolado da Castanospermun australe®*®"*®. No campo de farmacos que atuam
sobre o sistema nervoso central podemos mencionar a morfina (6), um alcaléide
com propriedades analgésicas, utilizado nos mais diversos tipos de dores
severas®®’’,

Na pesquisa por novas substancias cardiovasculares temos a forscolina (7),
que exibiu diminuicdo da pressdo sanguinea, além de apresentar efeito
antiespasmaodico e empregado no tratamento do glaucoma. Os efeitos benéficos
dos extratos das plantas Digitalis purpurea e lanata levaram ao uso da digitoxina
(8) e digoxina (9) na medicina cardiovascular e hoje sdo conhecidos como
glicosideos cardiacos’®. No controle do desenvolvimento populacional, surgem
novos farmacos utilizados como contraceptivas como o sesquiterpeno dimérico
gossipol (10), obtido da espécie Gossypium’®.

Uma das éareas de pesquisa de compostos bioativos visa obter novas
formas de tratamento da diabetes, uma doenca que acomete grande parte da
populacao, e neste sentido foi observada atividade antidiabetes na acarbose, um
complexo de oligossacarideos, isolados da Actinoplanes sp’®. Novas substancias,
oriundas de plantas medicinais, vém ganhando grande dimensao e incentivando
cada vez mais a pesquisa por medicamentos que possam contribuir no tratamento
ou na cura das enfermidades que acometem a populagdo, como no tratamento de
doencas do sistema sanguineo, como leucemia, anemia e outras desordens, e
que tem surgido grande progresso’®. Muitos flavonéides, isolados de plantas, tem
demonstrado uma série de aplicagbes, como antialérgicos, antivirais,
antiinflamatérios, agdo vasodilatadora e principalmente atividade antioxidante® %2,

Muitas destas atividades estdo principalmente relacionadas com a estrutura
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destes compostos fendlicos, onde a variagcdo em sua molécula, como adicdo de
aclcares, e grupamento hidroxila pode variar a atividade biolégica®® 3.

Outra classe de compostos que tem apresentado importantes atividades
sao os fitoesterdides, dentre estas, atuando na diminuicao do nivel de colesterol
no organismo, atividade antiinflamatéria e muitas outras® 8284,

Atualmente existe uma preocupacdo, principalmente em nossos
laboratérios da pesquisa, juntamente com o auxilio de farmacologistas, a busca de
substancias que possam contornar processos cronicos dolorosos, visando a
obtencdo de efetivos e potentes analgésicos. Descobertas recentes de
substancias antinociceptivas incluem os alcal6ides, terpenos, esterdides e
flavongides® 23838

Todas as atividades apresentadas pelos distintos grupos de substancias
isoladas de plantas estdo de uma certa forma relacionadas com a origem
biossintética. Muitos trabalhos tém evidenciado existir uma relacao intrinsica entre
a atividade biolégica e estrutura do composto. Grupos fendlicos, historicamente
tém apresentado principalmente atividade antioxidante, mas também atividade
antimicrobiana, como o exibido pela miricitina e kaempferol e antiinflamatério para
o kaempferol; os terpendides, também conhecidos como isoprendides,
relacionados com atividade antioxidante, uma outra classe sao os fitoesterdides,
como o B-sitosterol e seus correspondentes glicosilados, os quais apresentam
atividade antiinflamatéria, antineoplésica, antipirética e imunomoduladora. Ja os
alcaléides relacionados com atividade antineoplasica, principalmente®.

Ainda que exista uma ampla variedade de compostos ativos de origem
natural que possam ser relacionados futuramente como medicamentos, existem
muitos caminhos ainda para percorrer e obstaculos a serem vencidos para se
chegar realmente a um medicamento comercial. A dificuldade esta centrada
principalmente em métodos farmacoldgicos apropriados e ensaios biolégicos que

possam predizer uma certa eficacia clinica da substancia em estudo’.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA DAS PLANTAS EM ESTUDO

Dentro de um programa de obtencao de moléculas farmacologicamente
ativas a partir de produtos naturais, desenvolvidos entre o laborat6rio de produtos
naturais’lUFSC e o Nucleo de Investigagdes Quimico-farmacéutico (NIQFAR)/
UNIVALI, optou-se inicialmente pela investigacdo da planta Aleurites moluccana
(Euphorbiaceae) conhecida popularmente pelo nome “Nogueira-da-india” ou
“Nogueira-de-lguape”, amplamente utilizada na medicina popular contra diversas
enfermidades e por estudos desenvolvidos anteriormente terem indicado bons
resultados fitoquimicos e biolégicos, o que conduz a dar continuidade aos estudos
visando comprovar seu uso na medicina popular®’.

Sera realizada também analise fitoquimica e farmacoldgica de Bauhinia
microstachya (Raddi.) Macbr. além de modificagées estruturais da marrubiina,

composto isolado com alto rendimento da planta Marrubium vulgare.

2.1. Aleurites moluccana

2.1.1. GENERO Aleurites: ASPECTOS BOTANICOS

A familia Euphorbiaceae consiste de plantas herbaceas, arbustos ou
arvores que geralmente produzem um latex lenhoso, sdo espécies originarias da
Asia Tropical e llhas do Pacifico, encontradas no Brasil em é&reas tropicais,
largamente cultivadas no litoral, podendo também ser encontradas em zonas
temperadas®. Esta familia contém aproximadamente 7000 espécies com 317
géneros®. Investigacdes prévias, realizadas com esta familia, tem verificado a
presenca principalmente de lipideos, terpenéides, alcaléides e hidrocarbonetos®.
Estudos revelam a importancia desta familia na alimentacao, medicina, bem como
a nivel industrial®"%,

Dentre os varios géneros pertencentes a Euphorbiaceae, podem ser citados

como os de maior importancia, devido a diversidade, aplicagcdo e interesse



Revisao Bibliografica das Plantas em Estudo 29

econdmico: Euphorbia, Croton, Phyllanthus, Jatropa, Sapium, Ricinus,
Aleurites®®. O género Aleurites subdivide-se em A. trisperma, A. cordata, A.
montana, A. fordii, A. montance, A. rockinghamensis, além da A. moluccana, a
qual é abordada neste estudo® .

A A. moluccana L. (Willd.) (Fig. 3), (Euphorbiaceae), é uma arvore exdtica,
natural da Indonésia e largamente cultivada no Estado de Santa Catarina. E
relativamente grande, com folhas longo-pecioladas, com revestimento estrelado-
tomentoso curtas, quase farinoso-ferrugineo, mais tarde glabras, simples ou 3-5-7-
lobuladas, até 20cm de comprimento; flores em regra mondicas, raramente
didicas, alvas, pequenas e numerosas, pétalas nas flores masculinas lanceo-
ovaladas e nas femininas linguiformes, em ambas com 7-9 mm de comprimento;
frutos por fora carnosos, glabros e de 4pice agugados, de 5-6 cm de didmetro;
possui de 1 a 2 sementes, globular-comprimidas; as améndoas contém

aproximadamente 60% de 6leo graxo®%¢1%°,
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g 4
S Aleurites moluccand, o

Euphorbiacene

DG Sarr

Figura 3. Aleurites moluccana®.

"www.esalq.usp.br/Trilhas/medicina/am19.htm; www.hear.org/pier/almol.htm.



Revisdo Bibliografica das Plantas em Estudo 31

A A. moluccana é uma planta medicinal ocorrendo em vérias regides do
Brasil, introduzida da india e aclimatada desde Sao Paulo até o Rio Grande do
Sul, conhecida popularmente como “Nogueira-de-Iguape”, “Nogueira-da-india” ou
simplesmente “Nogueira”; sendo utilizada na medicina popular para o tratamento
de diversas patologias, tais como: febre, inflamagdes, asma, conjuntivite, hepatite,
dores de cabeca, Ulceras, diarréia, gonorréia e também utilizada como antitumoral,
estimulante laxativo e sudorifero e antireumatico®%%2,

Estudos recentes com o extrato de acetonitrila/diclorometano das cascas de
A. moluccana evidenciaram atividade contra virus HIV (AIDS) e o extrato aquoso

193 O extrato metandlico obtido das folhas de A.

apresentou atividade moderada
moluccana revelou atividade anticolesterolémica'®.

Estudos realizados anteriormente em nossos laboratérios evidenciaram
consideraveis efeitos biologicos, justificando, ao menos em parte, seu amplo uso

na medicina popular®#+19°,

- Aleurites moluccana Linnaus (Willdenow)'%1%
Sinbénimo: Aleurites triloba J. R. & G. Forst, Croton moluccanus L., Jatropa
moluccana.

Nomes vulgares: nogueira, nogueira-de-iguape, noz-da-india, nogueira-de-bancul,

nogueira-da-india.
Lugar de origem: nativa da Malasia, india e Polinésia.

Fenologia: Floresce de novembro até abril em Santa Catarina.
Area de dispersao: Santa Catarina: Municipios de Florianépolis, Itajai e Tijucas.

2.1.2. CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DO GENERO Aleurites

Até o momento trés espécies pertencentes ao género Aleurites foram
estudadas quanto a seus constituintes quimicos, das quais foram isoladas,
principalmente, esterdis, taninos, hidrocarbonetos e flavonéides, como pode ser
observado nas Tabelas 1 a 3.



Revisao Bibliografica das Plantas em Estudo 32

As estruturas e a nomenclatura de alguns compostos isolados do género

Aleurites, estao indicados nas Figuras 4-6.

Tabela 1. Metabdlitos secundarios isolados da A. montana.

Composto Parte da planta Referéncias
Friedelin Cascas Misra & Khastgir, 1970%
B-sitosterol (11) Cascas Misra & Khastgir, 1970%
3B-acetoxi metil aleuritolato (12) Cascas Misra & Khastgir, 1970%
Acido betulinico Cascas Misra & Khastgir, 1970%
Acido aleuritélico (13) Cascas Misra & Khastgir, 1970%

Tabela 2. Metabdlitos secundarios isolados da A. fordii.

Composto Parte da planta Referéncias
5, 6, 7-trimetoxicumarina (14) Caule Fozdar et al., 1989%°
Aleuritin (15) Caule Fozdar et al., 1989%
Aleurinin A (16) Folhas Nonaka et al., 1990'%®
Aleurinin B (17) Folhas Nonaka et al., 1990'%®
Aleurinin C (18) Folhas Nonaka et al., 1990'%
Corilagin (19) Folhas Nonaka et al., 1990'%®
Geranin (20) Folhas Nonaka et al., 1990'%
Taniguchi et al., 2002'%°
Acido Chebulagico (21) Folhas Nonaka et al., 1990'%®
Diterpeno Ester 12-O-hexadecanoil- - lto et al., 1983'"°,
16-hidroxiforbol-13acetato (22) Matsuda et al., 1986'""

Tabela 3. Metabdlitos secundarios isolados da A. moluccana.

Composto Parte da planta Referéncias
Moretenone (23) Folhas, Caules Hui & Ho, 1968%
Moretenol Folhas Hui & Ho, 1968%

a-amirina (24) Folhas Hui & Ho, 1968%°
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B-sitosterol (11) Folhas, Caules Hui & Ho, 1968%
Moluccanim (25) Caules Shamsuddin et al., 19882
13-O-miristil-20- O-acetil-12-deoxiforbol - Satyanarayana et al.,
(26) 20013

Acido acetil aleuritélico (27) Cascas Meyre-Silva et al., 1997'%
Swertisina (28) Folhas Meyre-Silva et al., 1997'%
Mistura de a,B-amirina (29) Folhas Meyre-Silva et al., 1998%
n-Hentriacontano (30) Folhas Meyre-Silva et al., 1998%
Mistura de estigmasterol, p-sitosterol e Folhas Meyre-Silva et al., 1998%

campesterol (31)

2”-0-Ramnosilswertisina (32) Folhas Meyre-Silva et al., 1999%

B-Sitosterol (11) 3p-acetoxi metil aleuritolato (12)

Acido aleuritélico (13)

Figura 4. Estruturas moleculares de alguns compostos isolados de Aleurites
montana.



Revisao Bibliografica das Plantas em Estudo 34

OMe

5, 6, 7-Trimetoxicumarina (14)

MeO ] O

MeO O

HO

CHoOH
MeO

Aleuritin (15)

Aleurinin A(16)

e

o=C -0
06H2
=C —
0=/ O 00— CHz-0—CHs
OCH 2 o)
0 O—CHo>—C—CN
(0] Ho

H
Aleurinin B (17)

Aleurinin C (18)

Figura 5. Estruturas de alguns compostos isolados de Aleurites fordii.
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Figura 6. Estruturas de alguns compostos isolados de Aleurites moluccana.
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Continuacao Figura 6. Estruturas de alguns compostos isolados de Aleurites
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2.2. Bauhinia microstachya

2.2.1. GENERO Bauhinia ASPECTOS BOTANICOS

A familia Leguminosae é a terceira mais numerosa entre as familias de
plantas superiores, compreendendo mais de 600 géneros, que reinem mais de
13.000 espécies, encontradas principalmente nas regides tropicais e
subtropicais'™. Sao plantas que vdo desde grandes arvores, arbustos, ervas e
também trepadeiras, sendo que muitas delas possuem importancia na economia
como alimento (soja), arvores florestais, condimentos e plantas ornamentais’ '°.

Esta familia compreende 3 importantes subfamilias, diferenciadas segundo
sua estrutura floral: Caesalpinoideae, Papilionoideae (Faboideae) e
Mimosoideae'™.

Dentre os varios géneros integrantes desta familia e subfamilia
Caesalpinoideae, encontra-se 0 género  Bauhinia, = compreendendo
aproximadamente cerca de 300 espécies, encontradas em d&reas tropicais''®.
Muitas plantas deste género sdo usadas na medicina tradicional como analgésica,
antidiabética, antiinflamatéria, antimicrobiana, antimalarial e diurético''’ "%,
Estudos fitoquimicos e farmacoldgicos indicaram que plantas, deste género, sdo
constituidas principalmente de glicosideos esteroidais, triterpenos, lactonas e
flavondides'®.

Embora muitos compostos tenham sido isolados e identificados em
algumas espécies do género Bauhinia, quase nao existem estudos relatados na
literatura que relacionem tais compostos com sua atividade biolégica. No entanto,
o uso medicinal das plantas deste género pela populagédo tem revelado excelentes
resultados e aos poucos estudos cientificos vem comprovando a eficacia em
varios modelos experimentais, justificando o uso na medicina popular''®.

As principais espécies do género Bauhinia compreendem B. splendens, B.
forficata, B. manca, B. rufescens, B. cheitantha, B. candicans, B. championeis, B.

guainensis, B. purpurea, B. racemosa, B. reticulata, B. thonninguii, B.
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uruguayensis, B. vahli, B. megalandra, B. variegata, B. tarapotensis, B.
malabarica, e B. microstachya, a qual é abordada neste estudo’'®'?,

A B. microstachya (Fig.7), planta conhecida popularmente como cip6-
escada, escada de jabuti ou escada de macaco estd amplamente distribuida na
regido sul do Brasil e ainda no Uruguai, Argentina e Paraguai'?®®. Suas folhas e
cascas sao usadas na medicina popular contra diversas patologias incluindo
infeccdes, inflamacbes, diabetes, afeccdes do trato urinario e respiratério e
processos dolorosos®. Esta planta apresenta caule muito extenso, até 20 metros,
casca fina, escura, flolhas alternas, pecioladas com nervuras e gavinhas na base
da inflorescéncia; folhas bilobadas, |6bos ovado-obtusos; flores ferrugine, fruto

vagem séssil, curto, até 6 centimetros de comprimento®.

Figura 7. B. microstachya (Raddi.) Macbr®.

°http://mobot.mobot.org/cgi-bin/search_vast?w3till=MOA-02467_001.jpg.
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A planta B. microstachya foi selecionada para este estudo devido a sua
utilizagdo na medicina popular, ocorréncia em Santa Catarina e pela auséncia de
dados fitoquimicos e bioldgicos. O objetivo deste estudo sera a obtencao de
subsideos que possam validar o uso desta matéria-prima como medicamento, e
assim, contribuir para a obtencédo de resultados que possibilitem a producdo no
futuro de novos fitoterapicos.

- Bauhinia microstachya (Raddi.) Macbr.

Familia: Leguminosae

Sub-familia: Caesalpiniaceae

Sinénimos: Bauhinia bahiensis (Bong), Bauhinia langsdorffiana (Bong), Schnella
microstachya (Raddi).

Nomes vulgares: escada-de-macaco, cipé-escada, unha de boi, escada-de-jabuti

2.2.2. CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DO GENERO Bauhinia

Algumas espécies do género Bauhinia foram e estdo sendo estudadas
fitoquimica e farmacologicamente. Varias classes de compostos organicos tem
sido isolados e identificados, incluindo lactonas, flavondides, terpendides,
esterdides, taninos, triterpenos e quinonas. Como este género é composto de
varias espécies, sendo as mesmas relatadas em recente artigo, nesta revisao sera
dado énfase somente a duas espécies, ja estudadas pelo nosso grupo de

pesquisa, B. forficata e B. splendens 12%122124,

Tabela 4. Metabolitos secundarios isolados de B. forficata.

Composto Parte da planta Referéncias
Kaempferitrina (33) Folhas Silva et al., 2000'%*
Sitosterol Folhas Silva et al., 2000'#*
Kaempferol-3-O-a-diraminosideo (34) | Folhas Souza et al., 1998'%°




Revisdo Bibliografica das Plantas em Estudo 41

Tabela 5. Metabdlitos secundarios isolados de B. splendens.

Compostos Parte da planta | Referéncias

Sitosterol Folhas Laux et al., 1985'%®
Estigmasterol Folhas Laux et al., 1985'%

Acido esteérico Folhas Laux et al., 1985'%
Bausplendina (35) Folhas Laux et al., 1985'%°
Quercetina (36) Folhas Cechinel-Filho et al., 1995'%2
Rutina (37) Folhas Cechinel-Filho et al., 1995'%2
Galato de etila (38) Folhas Cechinel-Filho et al., 199522

0]

OH OH O
OH R= Diraminosideo

Kaempferitrina (33) Kaempferol- 3 O-a - diraminosideo (34)

Figura 8. Estruturas de alguns compostos isolados de B. forficata.
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OH O
Quercetina (36)

CO2CH2CH3
OH O HO OH
R=Rutinésio OH
Rutina (37) Galato de etila (38)

Figura 9. Estruturas de alguns compostos isolados de B. splendens.
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2.3. Marrubium vulgare

2.3.1. GENERO Marrubium: ASPECTOS BOTANICOS

A familia Labiatae (Lamiaceae) € composta por 200 géneros com
aproximadamente 3.200 espécies distribuidas em todo o0 mundo. Sao geralmente
plantas herbaceas ou arbustivas'™.

Os géneros mais importantes inclusos nesta familia s&o: Acinos, Ajuga,
Ballota, Calamintha, Lavandula, Leonorus, Menta, Micromeria, Rosmarinus,
Salvia, Thymus, Melissa, Phlomis, Marrubium e muitos outros'?’.

Aproximadamente 40 espécies do género Marrubium sao conhecidas;
dentre estas a espécie Marrubium vulgare vem sendo bastante investigada com
relacdo a estudos fitoquimicos e bioldgicos'2.

A Marrubium vulgare (Fig. 10), € conhecida pela populacao pelo nome de
marroio, marroio-branco, marroio-comum e maromba, sendo usada em forma de
chas como estimulante, antiespasmaodica e frebifura. Suas raizes sao indicadas
como diuréticas e nas doencas do figado e rins®>'?*'3°_ E uma planta herbacea,
com caule quadrangular, 40-60 cm de altura, possui folhas ovais-arredondadas de
4-5 cm de comprimento, com base estreita e apice obtuso e flores em pseudo
verticilos de 20-50 flores, localizadas nas axilas das folhas superiores. Pode ser
encontrada em maior abundancia nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa

Catarina, Parana e Sao Paulo®.

- Marrubium vulgare
Familia: Labiatae
Sinénimos: Marrubium album Car. et. Lag.

Nomes vulgares: Marroio branco, marroio, malva de sapo
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B Vicent Martinez €.

Figura 10. Marrubium vulgare®.

Varios estudos com relacdo a atividade biolégica tém sido realizados com
M. vulgare demonstrando efeito como hipoglicemiante, hipotensivo, antioxidante,
antiinflamatério, acdo colerética e utilizado também no tratamento da asma'®'"'%°,

Estudos realizados anteriormente no NIQFAR evidenciaram que o extrato
hidroalcoolico, obtido das partes aéreas de Marrubium vulgare, apresenta efeito
antiespasmodico, antidiabético e analgésico, € 0 composto majoritario, a

marrubiina, apresentou atividade analgésica no modelo experimental testado'®®

139

2.3.2. CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DA ESPECIE Marrubium vulgare

Estudos fitoquimicos realizados com esta espécie tem revelado a presenca
de uma variedade de compostos, como alcalbides, esterdides, lactonas, terpenos,

taninos, agucares e vitamina C. Alguns dos compostos isolados de M. vulgare

Ywww.botanical- online.com/fotosmarrubiumvulgare.htm
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foram apigenina (39), apigenina 7-O-glucosideo, apigenina 7-lactato, luteolina (40,
luteolina 7-O-B-D-glucosideo, luteolina 7-lactato, quercetina 3-O-a-L-ramnosil-
glucosideo, isoquercitrina, acido ursolico (41), acido galico (42), acido cafeico (43),
acido cafeoil maleico (44), vulgarol, limoneno (45), bisabolol, a-pineno (46), B-
pineno, perigerinol, B-sitosterol, estigmasterol, vitexina, acteosideo (47),
forsitosideo (48), arinariosideo (49), balotetrosideo (50), marrubosideo (51),
marrubosideo peracetilado (52) pré-marrubiina (53), marrubiina (54)"%"%7,
Estudos tem sido realizado na busca de métodos baratos e eficazes de obtencao
da marrubiina, como a utilizagcdo de quitina, um biopolimero natural, que promove

a obtencdo com alto rendimento'*®

OH O OH O
Apigenina (39) Luteolina (40)

OH
HO
HO COOH
Acido ursélico (41) Acido galico (42)
OH OH
HO HO
(”) C|)OOH
CH=CHCOOH CH=CHCOC|)H
CH>,COOH
Acido cafeico (43) Acido cafeoil maleico (44)

Figura 11. Estruturas de alguns compostos isolados de M. vulgare.
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§3 5

Limoneno (45) a-Pineno (46,
O \/\@
HO
2
R 3
Acteosideo (47) H H

Forsitosideo (48) p-D-apiose H
Arenariosideo (49) B-D-xilose H
Baloletrosideo (50) -D-apiose o-L-arabinose

Hs;C \/\@
RO RSW OR
RO OR'
R R'
Marrubosideo (51) H B-D-ap_iose
Marrubosideo peracetilado (52) Ac B-D-apiose

@)
Pré-marrubiina (53) Marrubiina (54)

Continuacao Figura 11. Estruturas de alguns compostos isolados de M. vulgare.
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Muitas espécies da familia Lamiaceae sao conhecidas por produzir
grandes quantidades de terpenéides'*®'*®. A planta M. vulgare é conhecida por
acumular grandes quantidades de diterpenos labdano furanos, especialmente pré-
marrubiina e seu derivado marrubiina'®*. Este diterpendide foi primeiramente
isolado em 1842 por J. A. McMaken da planta M. vulgare como um sélido
cristalino, de sabor amargo, insolivel em cloroférmio. Mais tarde sua férmula foi
identificada como CooH2504 € considerado um artefato formado de seu precursor, a
pré-marrubiina, durante a extracdo'**'*>. Com o intuito de elucidar a constituicao
quimica da marrubiina, varias reagdes foram realizadas, muitas sem resultado e
algumas, como desidratacdo, hidrogenagdo, hidrélise e oxidagdo, permitiram
comprovar a natureza secundaria do grupamento hidroxila, o qual participa da
formacao do anel lactona, a configuracéo y- da lactona e a orientacdo do carbono
9, orientacdo esta em alfa, chegando-se a sua estereoquimica em 1968'%+1%8,

Apesar das varias reagdes realizadas com a marrubiina, somente em 1994
foi conduzida a redugdo, utilizando NalLiHs, com o objetivo de avaliar
biologicamente o produto obtido desta reducdo’®. Foi demonstrado recentemente
que este composto possui efeito antinociceptivo no modelo experimental

testado'®°.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais do presente trabalho consistem em estudar
fitoqguimicamente e biologicamente algumas plantas medicinais brasileiras
selecionadas, como: Aleurites moluccana, Bauhinia microstachya e
Marrubium vulgare, através de técnicas cromatograficas e
espectrométricas usuais e de modelos experimentais "in vivo" em camundongos,

além de estudos de modificagdo molecular da marrubiina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar testes biolégicos com os extratos, fragdes e compostos puros
obtidos das plantas em estudo.

2. lIsolar, identificar e determinar estrutura quimica dos compostos presentes
nas plantas Aleurites moluccana e Bauhinia microstachya.

3. Realizar estudo fitoquimico e farmacolégico comparativo nas diferentes
partes (folhas, flores, cascas, raizes e caules) da planta A. moluccana.

4. Realizar modificagdo molecular sobre compostos majoritarios ativos
(marrubiina, de Marrubium vulgare), na tentativa de se obter compostos
mais potentes e seletivos.

5. Determinar o perfil cromatografico das diferentes épocas de coleta de A.
moluccana através das técnicas de CCD e CG, juntamente com dados de
espectro de massas, para futuro processo de controle de qualidade.

6. Comparar a atividade dos extratos, fragcbes e compostos puros com

farmacos disponiveis no mercado.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAIS E METODOS

Nas cromatografias em coluna (CC), féz-se o uso de silica gel (0,063-0,200
mesh) Merck como suporte. O didmetro e a altura das colunas variaram de acordo
com a quantidade de material absorvido. As elui¢cées foram feitas com solventes
organicos em ordem crescente de polaridade. As fragdes foram reunidas conforme
a semelhanca de Rf (fator de retencédo) observada pelo perfil cromatogréafico
obtido pela cromatografia em camada delgada (ccd), utilizando-se silica gel 60 GF
254 da Merck e visualizacao através de luz ultravioleta (A=254 e 366 nm) e
pulverizagdo com reveladores especificos.

O perfil cromatogréfico de todos os extratos e compostos foi examinado por
CCD utilizando placas de aluminio de 200 um de espessura recoberta por silica,
Merck, com varios sistemas de solventes. Reagentes especificos empregados
para a analise incluem anisaldeido sulfurico (para terpenos e esterdis), cloreto
férrico, FeCl; (compostos fendlicos), Dragendorff (alcaléides) e reagentes gerais
tais como acido sulfurico/metanol, camara de iodo e uso de radiacado
ultravioleta'®'-1¢2,

Os espectros na absorgcédo do infravermelho (IV) foram obtidos através de
um espectrometro Perkin-elmer FT-16-PC, em pastilha de KBr. A referéncia
utilizada foi absorcdo em 1028 cm™ de um filme de poliestireno.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e '*C foram
realizados em espectréometro BRUKER AC-200F (200 MHz-UFSC) ou VARIAN
GEMINI 300 (300 MHz do Instituto di Chimica UCSC, Roma) tendo como
referéncia interna tetrametilsilano (TMS) ou o préprio solvente. Todos os solventes
utilizados eram solventes deuterados.

A analise de Cromatografia Gasosa (CG) foi realizada com o equipamento
Shimadzu, modelo 14A, com detector de ionizacdo de chama (FID), integrados
num processador EG 300, equipada com uma coluna de 30 m x 0,25 mm,

utilizando polimetilsiloxano como fase estacionaria (coluna LM-1). As amostras
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foram introduzidas utilizando-se 0 modo “splitless” (1 min, 1,5 ul volume injetado),
temperatura do detector de 320°C e temperatura programada de 40°C a 150°C,
12°C/min. e 150°C a 310°C, 5°C/min. (isoterma de 10 min.). O hidrogénio foi
utilizado como gas carreador. Os dados foram processados usando programa de
cromatografia (Microquimica-SC). Os compostos padrdes foram anteriormente

isolados da mesma planta em analise®”?’.

4.2. MATERIAL VEGETAL: Aleurites moluccana
42.1. COLETA

Para dar continuidade aos estudos fitoquimicos com A. moluccana, coletou-
se 1,8 kg de folhas no municipio de Tijucas, em maio de 1999 e 1,5 kg de cascas
no municipio de ltajai, em agosto de 1998, sendo a mesma identificada pelo
Professor Ademir Reis, Departamento de Botanica (UFSC). Uma excicata
encontra-se depositada no Herbarium Barbosa Rodrigues (HBR), na cidade de
ltajai-SC, sob n° VCFilho 001.

Raizes (69g), caules (66q), flores (20g), cascas (166g), folhas (549) e
sementes (95g) de A. moluccana foram coletadas em fevereiro de 1998, em ltajai-

SC, para a realizagao do estudo comparativo entre as diferentes partes da planta.

4.2.2. OBTENGAO DOS EXTRATOS PARA ANALISE FITOQUIMICA

As folhas de A. moluccana foram secas, pulverizadas e extraidas por
maceragcao com metanol (PA) a temperatura ambiente. O extrato foi concentrado a
presséo reduzida em evaporador rotativo a temperatura de 40°C até um volume
desejado, suspenso em agua e entdo sucessivamente particionado com hexano
(H), diclorometano (DCM) e acetato de etila (AcOEt) para obtencdo das
respectivas fragdes. As cascas sofreram o0 mesmo procedimento descrito acima,
distinguindo-se apenas no fracionamento, onde utilizou-se somente diclorometano

e acetato de etila.
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4.2.3. OBTENGCAO DOS EXTRATOS PARA ESTUDO COMPARATIVO DAS

DIFERENTES PARTES DA PLANTA

As diferentes partes de A. moluccana foram cortadas em pequenos
pedacgos, secas a temperatura ambiente e extraidas separadamente com metanol
por 10 dias. Subseqtientemente, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida
para obtencao dos respectivos extratos metandlicos. Uma aliquota de cada extrato
(50 mg) foi extraida durante 5 dias com 5 mL de diclorometano para futuras
andlises cromatograficas. Uma vez que somente o extrato metandlico obtido das
folhas deu reagao positiva para flavondides por ccd, este foi submetido a extragéo

com acetato de etila.

4.2.4. ANALISE FITOQUIMICA

A partir das folhas secas a temperatura ambiente e cortadas em pequenos
pedacos, foi obtido o extrato metandlico, pela extracdo com metanol PA durante
10 dias, o qual foi particionado com solventes de polaridade crescente para
obtencao das fracées de hexano, diclorometano e acetato de etila (Fig. 12) .

Dando continuidade aos estudos anteriores realizados com a A. moluccana,
realizou-se uma nova investigagdo sobre a fracdo hexanica®’. Esta fragao
chamada Hex-Folhas (8,45 g) foi submetida a cromatografia em coluna, (¢ 4,5 cm)
de silica gel (50 g), método cromatografico previamente descrito, empacotada com
hexano e eluida com hexano gradualmente enriquecida com acetato de etila'®®'%,
Foram coletadas 98 fracdes de 25 mL cada. As fragcdes foram reunidas de acordo
com semelhangas observadas por c.c.d.

A fracao Hex-Folhas 69-78 49-60 70-81, eluida com hexano:acetato de etila 95:5
(560 mgq), foi recromatografada em coluna (¢ 2,0 cm) de silica gel (3,5 g) ,
empacotada e eluida com benzeno. Foram coletadas 30 fracdes de 20 mL cada.
As fracoes foram reunidas de acordo com semelhangas observadas por c.c.d. Da
fracdo 15-22, isolou-se um solido (38,6 mg) denominado de AM-1, soluvel em

diclorometano.
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Extrato MeOH (folhas)
A. moluccana

Fracdo Hexanica Fragdo DCM Fragdo AcOEt

8,45¢g

ccd 4,5cm

Silica gel 50 g

Hex AcOEt MeOH
98 fragcbes de 25 mL

[69-78]

1,93 g

ccé 3cm

Silicagel 54 g

Hex AcOEt

104 fragbes de 25 mL

4960,

796 mg

ccé 2,5cm

Silica gel 54 g

Hex AcOEt

100 fragbes de 25 mL

7081,

560 mg

ccé 2cm

Silicagel 25 g
Benzeno

30 fragtes de 25 mL

AM-1
38,6 mg

Figura 12. Fracionamento do extrato metandlico das folhas de Aleurites
moluccana.
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As cascas obtidas de A. moluccana (1,5 g) sofreram 0 mesmo procedimento
de secagem das folhas, sendo as mesmas trituradas e submetidas a extracao com
metanol, a temperatura ambiente, por cerca de 10 dias. O extrato foi concentrado
sob pressao reduzida e sucessivamente particionado com diclorometano e acetato
de etila (Fig. 13).

A fracao diclorometano chamada de DCM-Cascas (660 mg) foi submetida a
cromatografia em coluna (¢ 3,5 cm) de silica gel (31,48 g), empacotada com
hexano e eluida com hexano enriquecido gradualmente com acetato de etila.
Foram coletadas 115 fracbes de 25 mL cada. As fragdes foram reunidas de acordo
com semelhangas observadas por c.c.d. Da fragao DCM-Cascas 84-86, eluida
com hexano:acetato de etila 7:3, isolou-se um 6leo (14,3 mg) que foi denominado
de AM-2.

A fragdo DCM-Cascas 54-58, eluida com hexano:acetato de etila 9:1 (38
mgq), foi recromatografada em coluna (¢ 2,0 cm) de silica gel (1,58 g) , empacotada
e eluida com hexano:acetona 95:5. Foram coletadas 54 fracdes de 20 mL cada.
As fracoes foram reunidas de acordo com semelhangas observadas por c.c.d. Da
fracdo 54-58, 8-10, isolou-se o composto acido acetil aleuritélico, anteriormente
isolado desta planta'®. Da fracdo DCM-Cascas 54-58 19-25, eluida com
hexano:acetato de etila 95:5, isolou-se um sélido branco (10,4 mg), soluvel em
diclorometano, que foi denominado de AM-3.

Todos os compostos foram devidamente identificados utilizando-se técnicas
espectroscopicas usuais € os dados comparados com os da literatura, confrome
sera demonstrado no decorrer do trabalho.
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Extrato MeOH (cascas)
A. moluccana

54

Fracdo DCM Fracédo de AcOEt

660 mg

ccé 3,5cm

Silica gel 31,48 g
Hex AcOEt

115 fragdes de 25 mL

5458, 84-86,

38 mg

cc b 2cm 4
Silica gel 1,58 g 1fg/|rr?
Hex:AcOEt 95:5 g
54 fracbes de 20 mL

810 1925,

Ac. Acetil aleuritélico, AM-4
20 mg 10,4 mg

Figura 13. Fracionamento do extrato metandlico das cascas de Aleurites
moluccana.
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4.2.5. ESTUDO COMPARATIVO DAS DIFERENTES PARTES DE A. moluccana

As diferentes partes de A. moluccana foram cortadas em pequenos
pedacos, secas a temperatura ambiente e extraidas separadamente com metanol
por 10 dias. Subseqtientemente, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida
para obtencao dos respectivos extratos metandlicos. Uma aliquota de cada extrato
(50 mg) foi extraida durante 5 dias com 5 mL de diclorometano para futuras
andlises cromatograficas. Uma vez que somente o extrato metandlico obtido das
folhas deu reagao positiva para flavonéides por ccd, este foi submetido a extragéo
com acetato de etila. Os compostos padrdes estigmasterol, B-sitosterol, o e B-
amirina, swertisina e 2’-O-ramnosilswertisina, foram previamente isolados das

folhas e o &cido acetil aleuritélico, isolado das cascas de A. moluccana® 84871,

4.3. MATERIAL VEGETAL Bauhinia microstachya
4.3.1. COLETA

As folhas de Bauhinia microstachya foram coletadas na cidade de
Urussanga, Santa Catarina, em fevereiro de 1999 e abril de 2000 e identificada
pelo Prof. Dr. Ademir Reis do Depto. de Botanica, UFSC. Uma excicata encontra-
se depositada no Herbarium Barbosa Rodrigues (Itajai) sob n° VC Filho 021.

4.3.2. OBTENCAO DO EXTRATO

As folhas de Bauhinia microstachya foram secas, pulverizadas (primeira
coleta: 600 g / segunda coleta: 1000 g) e extraidas por maceragcao com metanol a
temperatura ambiente. O extrato foi concentrado a pressdo reduzida em
evaporador rotativo a temperatura de 50-60°C até um volume desejado, suspenso
em agua e entao sucessivamente particionado com hexano, diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt) e butanol (BuOH), para a obtencao das respectivas
fracoes.
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4.3.2.1. Isolamento e purificacdo dos constituintes da fracdo AcOEt

Os procedimentos utilizados para o fracionamento da fragdo AcOEt podem
ser visualizados na Fig. 14.

OBS. So6 foram relatadas as colunas de onde isolaram-se compostos, porém para
todos os extratos, muitas outras colunas foram feitas, das quais nao obteve-se
sucesso na purificagdo.

A fracdo AcOEt, obtida das folhas de B. microstachya da primeira coleta,
chamada AE-1 (2,83 g) foi submetida a cromatografia em coluna (¢ 2,5 cm) de
silica gel (58,87 g), empacotada com cloroférmio:metanol (CHCI;:MeOH) 95:5 e
eluida com CHCI3:MeOH com aumento gradativo de polaridade. Foram coletadas
144 fragbes de 25 mL cada. As fragbes foram reunidas de acordo com
semelhancas observadas por c.c.d.

Da fracao AE-1 9-20, eluida com CHCI3:MeOH 95:5 e 90:10 isolou-se o
composto BM-0 (41 mg).

A fracao AE-1 24-29, eluida com CHCI;:MeOH 90:10 (0,26 g) foi
recromatografada em coluna (¢ 2,5 cm) de silica gel (4,94 g), empacotada com
CHCI3:MeOH 95:5, e eluida com CHCI3:MeOH 95:5 e gradualmente enriquecida
com metanol. Foram coletadas 145 fragbes de 25 mL cada. As fragdes foram
reunidas de acordo com semelhangas observadas por c.c.d. Da fragdo de 24-29
46-54, eluida com CHCI3:MeOH 90:10 e 80:20, isolou-se o composto BM-1 (12
mgQ).

A fracao AE-1 24-29 23-28, eluida com CHCI;:MeOH 90:10 (0,13 g) , foi
recromatografada em coluna (¢ 2,5 cm) de silica gel (4,75 g), empacotada com
CHCI3:MeOH 95:5, e eluida com CHCI3:MeOH 95:5 e gradualmente enriquecida
com metanol. Foram coletadas 103 fragdes de 25 mL cada. As fracdes foram
reunidas de acordo com semelhangas observadas por c.c.d. Da fragdo de 24-29
23-28 49-60, eluida com CHCI3:MeOH 80:20, isolou-se o composto BM-1 (8 mg).

A fracdo AE-1 35-62, eluida com CHCI;:MeOH 90:10 e 80:20 (1,36 g) foi
recromatografada em coluna (¢ 3,0 cm) de silica gel (10 g), empacotada com
CHCI3:MeOH 95:5, e eluida com CHCI3:MeOH 95:5 e gradualmente enriquecida
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com metanol. Foram coletadas 123 fracbes de 25 mL cada. As fragcdoes foram
reunidas de acordo com semelhangas observadas por c.c.d. Da fracao 35-62 28-
45, eluida com CHCI3:MeOH 90:10 e 80:20, isolou-se o composto BM-2 (81 mg).
Da fragéo 35-62 50-55, eluida com CHCI3:MeOH 80:20, isolou-se o composto BM-
3 (20 mg).

A fracdo AcOEt, obtida das folhas de B. microstachya da segunda coleta,
chamada AE-2 (5,10 g) foi submetida a cromatografia em coluna (¢ 3,0 cm) de
silica gel (8,57 g), empacotada com CHCI3:MeOH 95:5 e eluida com CHCI;:MeOH
com aumento gradativo de polaridade (Fig. 15). Foram coletadas 78 fracdes de 25
mL cada. As fracdes foram reunidas de acordo com semelhangas observadas por
c.c.d.

Da fragdo AE-2 20-29, eluida com CHCI3:MeOH 90:10 e 80:20, isolou-se o
composto BM-0 (35 mg).

A fracao AE-2 37-51, eluida com CHCI;:MeOH 80:20 (2,65 g) foi
recromatografada em coluna (¢ 2,5 cm) de silica gel (8,02 g), empacotada com
CHCI3:MeOH 95:5, e eluida com CHCI3:MeOH 95:5 e gradualmente enriquecida
com metanol. Foram coletadas 94 fragdes de 25 mL cada. As fragdes foram
reunidas de acordo com semelhangas observadas por c.c.d. Da fragdo AE-2 37-51
30-35, eluida com CHCI3;:MeOH 90:10 e 80:20, isolou-se o composto BM-1 (7,2
mgq). Da fragdo AE-2 37-51 37-38, eluida com CHCI3:MeOH 80:20, isolou-se o
composto BM-2 (12 mg).

A fragdo AE-2 37-51 39-54, eluida com CHCI;:MeOH 80:20 e 70:30 (2,0 g)
foi recromatografada em coluna (¢ 3,0 cm) de silica gel (11,43 g), empacotada
com CHCI3:MeOH 90:10, e eluida com CHCI3:MeOH 90:10 e gradualmente
enriquecida com metanol. Foram coletadas 78 fracdes de 25 mL cada. As fracoes
foram reunidas de acordo com semelhangas observadas por c.c.d.

A fragcao AE-2 37-51 39-54 19-31, eluida com CHCI3:MeOH 90:10 (1,76 @)
foi recromatografada em coluna (¢ 2,5 cm) de sephadex LH-20 (6,84 @),
empacotada com MeOH, e eluida com MeOH:H>O 90:10. Foram coletadas 55
fracbes de 25 mL cada. As fracGes foram reunidas de acordo com semelhancgas

observadas por c.c.d.
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Extrato MeOH (folhas)
B. microstachya

Fragéo Hexanica Fragdo DCM Fragao AcOEt Fragdo BuOH

8,45¢g

ccd 45cm

Silica gel 50 g

Hex AcOEt MeOH
98 fragbes de 25 mL

9-20 | 24-29) 69-78
260 mg 1,369
CCd 2,5cm CCé 3cm
BM-0 Silica gel4,94 g Silicagel 10 g
41 mg DCM MeOH DCM MeOH
145 fragbes de 25 mL 123 fragoes de 25 mL
23.28 46-54 28-45 50-55
130 mg ‘
ccé 2,5cm
oo BM-1 BM-2 BM-3
103 fragbes de 25 mL

49-60

BM-1
8 mg

Figura 14. Fracionamento do extrato metandlico das folhas de Bauhinia
microstachya.
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Extrato MeOH(folhas)
B. Microstachya
2'Coleta

Fracdo Hexanica|| Fragdo DCM Fracéo AcOEt

5,109

ccé 3 cm

Silica gel 8,57 g
DCM MeOH

78 fragoes de 25 mL

20-29 [ 37-51]
2,659

y CCéd 2,5 cm
gg/ln? Silica gel 8,02 g
9 DCM MeOH

94 fragdes de 25 mL

30-35 37-3 39-54

| | s
ccéd 3cm
7B£/|-1 BM-2 Silica gel11,43 g
=g Mg DCM MeOH
78 fragbes de 25 mL

[19-31]

1,76 g

ccé 2,5cm
sephadex 4,6,84 g
MeOH HO

55 fragbes de 25 mL

[ 13-21

243,9 mg

ccé 2cm

Silica gel3,43 g

DCM MeOH

103 fragdes de 25 mL

7-10 11-14 16-18

93 mg ¥
-3 C.P.20x 10 1BSM i
40 mg DCM:MeOH 8:2 iy

BM-4
8 mg

Figura 15. Fracionamento do extrato metandlico das folhas de Bauhinia
microstachya.
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A fracdo AE-2 37-51 39-54 19-31 13-21, eluida com MeOH:H.O 90:10
(243,9 mg) foi recromatografada em coluna (¢ 2,0 cm) de silica gel (3,43 g),
empacotada com CHCIl3:MeOH, e eluida com CHCI3:MeOH 85:15 e gradualmente
enriquecida com metanol. Foram coletadas 55 fracées de 25 mL cada. As fragdes
foram reunidas de acordo com semelhangas observadas por c.c.d. Da fragdo AE-2
37-51 39-54 19-31 13-21 7-10, eluida com CHCI;:MeOH 85:15 isolou-se o
composto BM-3 (40 mg). Da fracao AE-2 37-51 39-54 19-31 13-21 16-18, eluida
com CHCI3:MeOH 85:15 e 80:20 isolou-se o composto BM-4 (13 mg).

A fracdo AE-2 37-51 39-54 19-31 13-21 11-14, eluida com MeOH:H.O
85:15 (93 mgq) foi recromatografada em placa preparativa de silica gel (20:10 L x
A), solubilizada em MeOH a quente. Foram feitas 4 aplicagcbes em cinco placas
preparativas de vidro. As cinco placas foram eluidas trés vezes com CHCI;:MeOH
80:20. Raspou-se cada fracdo das placas e reagrupou-se as que apresentavam
semelhanga por c.c.d. As fragbes foram solubilizadas em CHCIl;:MeOH 80:20 e
filtradas em papel filtro. Da AE-2 37-51 39-54 19-31 13-21 11-14 isolou-se o
composto BM-4 (8 mg).

4.4. MATERIAL VEGETAL: Marrubium vulgare

4.41. COLETA

As folhas de Marrubium vulgare foram coletadas na cidade de Bom Retiro,
Santa Catarina, em junho de 2000 e identificada pela Profa. Leila da Graga Amaral
do Depto. de Boténica, UFSC. Uma excicata encontra-se depositada no

Herbarium Flor (Florianépolis) sob n° 4725.

4.4.2. OBTENGAO DOS EXTRATOS

As folhas de M. vulgare foram secas (1,5 Kg), pulverizadas e extraidas por
maceracao com metanol (PA) a temperatura ambiente. O extrato foi concentrado a
pressdo reduzida em evaporador rotativo a temperatura de 70°C até um volume
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desejado com o intuito de promover a transformagdo da pré-marrubiina a
marrubiina, a qual sera utilizada para futuras modificacdes estruturais'*®'*°. O
extrato concentrado foi suspenso em agua e entdo sucessivamente particionado
com hexano (H), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), para obtencao

das respectivas fragoes.

4.4.2.1. Isolamento e purificacdo dos constituintes do precipitado metandlico e da
fraggdo DCM

Os procedimentos utilizados para o fracionamento podem ser visualizados
na Fig. 16 e 17.

Durante o processo de concentragcdo do extrato metandlico, foi utilizada
temperatura superior ao utilizado normalmente, com o intuito de obter o composto
marrubiina formado durante este processo a partir da pré-marrubiina, composto
natural presente na planta. Obteve-se a formacdo de um precipitado que era
constituido principalmente de marrubiina, esta fragao foi inicialmente nomeada de
MeOH PP. O restante do extrato metandlico concentrado foi submetido ao
fracionamento com hexano, diclorometano e acetato de etila.

A fracdo MeOH PP (13,97 g) foi submetida a cromatografia em coluna (¢
5,0 cm) de silica gel (34,2 g), empacotada com hexano:acetato de etila 95:5 e
eluida com H:AcOEt com aumento gradativo de polaridade. Foram coletadas 325
fracbes de 25 mL cada. As fracGes foram reunidas de acordo com semelhancgas
observadas por c.c.d. As fragcdes 142-228 foram lavadas com éter etilico obtendo-
se o composto M (1,19 g)

A fracdo MeOH PP 229-320 eluida com hexano:acetato de etila 7:3 (5,15 @)
foi recromatografada em coluna (¢ 4,0 cm) de silica gel (55,78 g), empacotada
com H:AcOEt, e eluida com H:AcOEt 80:20 e gradualmente enriquecida com
acetato de etila. Foram coletadas 156 fragdes de 25 mL cada. As fragbes foram
reunidas de acordo com semelhangas observadas por c.c.d. Da fracdo MeOH PP
229-320 14-25 isolou-se o composto M (1,80 g).
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A fracdo MeOH PP 229-320 26-35, eluida com hexano:acetato de etila 7:3
(1,27 g) foi recromatografada em coluna (¢ 4,0 cm) de silica gel (11,45 g),
empacotada com DCM, e eluida com DCM e gradualmente enriquecida com
MeOH. Foram coletadas 56 fracées de 25 mL cada. As fragdes foram reunidas de
acordo com semelhancgas observadas por c.c.d. Da fragdo MeOH PP 229-320 26-

35 10-22 isolou-se o composto M (477,3 mg).
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Extrato MeOH (folhas)
M. vulgare

MeOH Precipitado

13,97 g

cc¢ 5cm

Silica gel 34,2 g

Hex AcOEt

325 fragdes de 25 mL

142-228 229-230
Eter etilico 5159
M CC¢ 4 cm
Silica gel 55,78 g
1,199 Hex AcOEt

156 fracOes de 25 mL

1425 2635

1,27 g
M CCd 4 cm
1,8 g Silica gel 11,45 g
DCM MeOH

56 fragdes de 25 mL

10-22]

M
477,3 mg

Figura 16. Fracionamento do extrato MeOH PP das folhas de Marrubium vulgare.
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Extrato MeOH (folhas)
M. Vulgare

Fragdo Hexanica Fracao DCM Fracdo AcOEt

7,13 ¢

ccd 5cm

Silicagel 76 g

DCM MeOH

57 fragdes de 25 mL

1787,

4,299

ccé 4cm

Silicagel 9 g

DCM MeOH

35 fracdes de 25 mL

|19-30

2,54 ¢

cc9 4cm

Silica gel 50 g

DCM MeOH

29 fracdes de 25 mL

124-34

M
1,28 g

Figura 17. Fracionamento do extrato DCM das folhas de Marrubium vulgare.

A fragdo DCM (7,13 g) foi submetida a cromatografia em coluna (¢ 5,0 cm)

de silica gel (76 g), empacotada com DCM e eluida com DCM:MeOH com
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aumento gradativo de polaridade. Foram coletadas 57 fragdes de 25 mL cada. As
fracoes foram reunidas de acordo com semelhangas observadas por c.c.d.

A fracdo DCM 17-37 eluida com hexano:acetato de etila 7:3 (4,29) foi
recromatografada em coluna (¢ 4,0 cm) de silica gel (9 g), empacotada com DCM,
e eluida com DCM e gradualmente enriquecida com metanol. Foram coletadas 35
fracbes de 25 mL cada. As fracGes foram reunidas de acordo com semelhancgas
observadas por c.c.d.

A fragdo DCM 17-37 19-30 eluida com hexano:acetato de etila 7:3 (2,54 )
foi recromatografada em coluna (¢ 4,0 cm) de silica gel (9 g), empacotada com
DCM, e eluida com DCM e gradualmente enriquecida com metanol. Foram
coletadas 29 fragdes de 25 mL cada. Da fragdo DCM 17-37 19-30 24-34 isolou-se
o composto M (1,28 g). O rendimento total de marrubiina a partir de 1,5 kg de
planta foi de 0,31%.

Obs. Sé foram relatadas as colunas de onde se isolou 0 composto M.

4.5. MODIFICACOES ESTRUTURAIS

4.5.1. REACAO DE REDUCAO DA MARRUBIINA

A metodologia usada foi similar & descrita por TABOADA'®, com pequenas
modificacdes.

50 mg (0,150 mmol) de marrubiina foram solubilizados em 1 mL de THF
anidro e adicionados gota a gota a um baldo de 25 mL de 2 bocas contendo no
total 4 mL de THF anidro, atmosfera de nitrogénio e hidreto de aluminio e litio
(LiAlH4) (0,151 mmol), sob agitagdo magnética por 3 horas. A mistura reacional foi
adicionada agua e extraido com diclorometano (3 X 15 mL). Na fase orgéanica foi
adicionado MgSO, anidro, filtrado e evaporado o solvente.

O produto obtido (57 mg) foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel, obtendo-se o composto desejado (20 mg) denominado MR-1, soluvel em
diclorometano, com P.F. 142-144°C.
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4.5.2. REACAO DE HIDROLISE DA MARRUBIINA

A metodologia utilizada foi similar & descrita por HARDY'*2, com pequenas
modificacdes.

50 mg (0,150 mmol) de marrubiina foram refluxados com 12 mg de
hidréxido de potassio (0,214 mmol), 0,5 mL de agua destilada e 2 mL de 2-
etoxietanol (etileno glicol monoetil éter) (20,689 mmol) por 12 horas. A mistura
reacional foi adicionado agua e HCI, ocorrendo a formacao de um precipitado, o
qual foi filtrado em papel filtro, obtendo-se um composto puro (40,7 mgQ)

denominado MR-2, solGivel em acetona, com P.F. 178-179 °C.

4.5.3. REACAO DE ESTERIFICAGCAO DA MARRUBIINA

a ) Método 1

A metodologia usada foi similar a descrita por FUJIOKA'®, com pequenas
modificacdes.

50 mg (0,150 mmol) de marrubiina foram mantidos sob agitagcdo com 1,25
mL de piridina (15,506 mmol) com 1,25 mL de Ac,O (13,235 mmol), adicionado
gota a gota. Apds 10 horas de reacdo, a mistura reacional foi mantida sob refluxo
por 10 horas. A mistura reacional foi adicionado agua e extraido com acetato de
etila 3 X 15 mL. Na fase orgénica foi adicionado MgSO4 anidro, filtrado e
evaporado o solvente. Por analise em c.c.d, a fase orgénica apresentou uma unica
mancha.

O produto obtido, um 6leo (43 mg) foi denominado MR-3, soluvel em
acetato de etila. O produto obtido foi submetido inicialmente a analise por c.c.d.
juntamente com padrdo de marrubiina e apresentou semelhanca de Rf. O

composto foi entao submetido a andlise espectroscépica para sua identificacao.
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b ) Método 2

A metodologia usada foi similar & descrita por FUJIOKA'®®, com pequenas
modificacdes.

50 mg (0,150 mmol) de marrubiina foram mantidos sob agitacdo com 1,25
mL de piridina (15,506 mmol) com 0,3 mL de cloreto de benzoila (2,595 mmol),
adicionado gota a gota por 12 horas. A mistura reacional foi adicionado agua e
extraido com acetato de etila 3 X 15 mL. Na fase organica foi adicionado MgSO4
anidro, filtrado e evaporado o solvente. Por andlise em c.c.d, a fase organica
apresentou uma unica mancha.

O produto obtido, um 6leo (15 mg) foi denominado MR-4, soluvel em
diclorometano. O produto obtido foi submetido inicialmente a andlise por c.c.d.
juntamente com padrdo de marrubiina e apresentou semelhanca de Rf. O

composto foi entao submetido a andlise espectroscépica para sua identificacao.

c) Método 3

A metodologia usada foi similar a descrita por FUJIOKA'®, com pequenas
modificacdes.

50 mg (0,150 mmol) de marrubiina foram mantidos sob agitagdo com 1,25
mL de piridina (15,506 mmol) com 0,3 mL de cloreto de acetila (4,231 mmol),
adicionado gota a gota. Apdés 18 horas foi adicionado mais 0,3 mL de cloreto de
acetila e mantida sob refluxo por 4 horas . A mistura reacional foi adicionado agua
e extraido com diclorometano 3 X 15 mL. Na fase orgénica foi adicionado MgSQO,
anidro, filtrado e evaporado o solvente.

O produto obtido (212 mg) foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel, obtendo-se um 6leo (15 mg) denominado MR-5, soluvel em
diclorometano. Este composto foi submetido a analise espectroscopica.

4.5.4. REACAO DE ESTERIFICACAO DO MR-2

a) Método 1:

A metodologia usada foi similar a descrita por JOHNSTONE'®, com

pequenas modificacoes.
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50 mg (0,143 mmol) de MR-2 foram mantidos sob agitacdo com 2,0 mL de
acetona anidra (27,586 mmol), 20 mg de hidroxido de potassio (0,352 mmol) e
0,02 mL de brometo de benzila (1,684 mmol) por 3 horas. A mistura reacional foi
adicionado agua e extraido com diclorometano 3 X 15 mL e 2 X com acetato de
etila. Nas fases orgéanica foram adicionados MgSO, anidro, filtrado e evaporado os
solventes.

O produto obtido das duas fases organicas foram agrupadas (32 mg) foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel, obtendo-se um composto
(27,1 mg), um dbleo, denominado MR-6, solluvel em diclorometano. Este composto

foi submetido a analise espectroscopica.

b) Método 2:

A metodologia usada foi similar & descrita por JOHNSTONE'®, com
pequenas modificaces.

50 mg (0,143 mmol) de MR-2 foram mantidos sob agitacdo com 2,0 mL de
acetona, 20 mg de hidroxido de potassio (0,352 mmol) e 0,1 mL de iodometano
(1,606 mmol) por 30 minutos. A mistura reacional foi adicionado agua e extraido
com diclorometano 3 X 15 mL e 2 X com acetato de etila. Nas fases organicas
foram adicionados MgSQO, anidro, filtrado e evaporado os solventes.

O produto obtido da extragdo com diclorometano (41 mg) foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, obtendo-se um composto (10,5 mg), um
solido, denominado MR-7, soluvel em diclorometano. Este composto foi submetido

a analise espectroscopica.

c) Método 3:

A metodologia usada foi similar & descrita por JOHNSTONE'®?, com
pequenas modificacoes.

50 mg (0,143 mmol) de MR-2 foram mantidos sob agitacdo com 2 mL de
acetona anidra, 20 mg de hidréxido de potassio (0,352 mmol) e 0,025 mL de 1-
bromobutano (0,143 mmol) por 2 horas e refluxada por 1 hora. A mistura reacional

foi adicionado &gua, acidificado com HCI e extraido com com acetato de etila 3 X
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15 mL. Na fase orgénica foi adicionado MgSQO, anidro, filtrado e evaporado o
solvente.

O produto, obtido da extragdo com diclorometano, (20 mg) foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, obtendo-se um composto (5,2 mg), um
s6lido, denominado MR-8, soluvel em diclorometano. Este composto foi submetido

a analise espectroscépica.

d) Método 4:

A metodologia usada foi similar & descrita por JOHNSTONE'®®, com
pequenas modificacoes.

50 mg (0,143 mmol) de MR-2 foram refluxados com 2,5 mL de acetona, 60
mg de carbonato de potassio (0,429 mmol) e 0,03 mL de sulfato de dimetila (0,315
mmol) por 3 horas. A mistura reacional foi adicionado 4gua, acidificado com HCl e
extraido com com acetato de etila 3 X 15 mL. Na fase orgéanica foi adicionado
MgSO4 anidro, filtrado e evaporado o solvente. Por andlise em c.c.d, a fase
organica apresentou uma unica mancha.

O produto obtido, um sélido (46,7 mg) foi denominado MR-9, soluvel em

acetona. Este composto foi submetido a anélise espectroscopica.

4.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

4.6.1. ATIVIDADE ANALGESICA

4.6.1.1. Modelo das contorgcbes abdominais induzidas pelo ac. acético 0,6% em

camundongos

Os camundongos foram mantidos sob temperatura e iluminagao controlada,
com racdo e agua “ad libitum” (d4gua a vontade). A resposta nociceptiva foi
induzida utilizando-se o teste de contorcbes com acido acético (0,6 %, via

intraperitoneal), que promove contor¢dées no musculo abdominal®™® 17",
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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 (0,9 %) (10 mL/kg). Todos os experimentos foram
realizados a 20-22°C. As contorgbes abdominais foram quantificadas durante 20
minutos. A atividade analgésica foi determinada tomando-se como base a inibicao

do numero das contor¢gdes abdominais em relagdo ao grupo controle.

4.6.2. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados para os testes de atividade antinociceptiva sdo apresentados
como médias + S.E.M., exceto para os valores de Dls, (a dose de extratos e
compostos que reduzem a resposta nociceptiva por 50 % relativo ao valor do
controle) as quais sao reportadas como médias geométricas acompanhadas por
seus respectivos limites de confianca de 95 %. Os valores de Dls; foram
determinados por regressdo linear dos experimentos individuais usando a
regressao linear do software GraphPad (GraphPad Software, CA). A significancia
estatistica entre os grupos foi feita pela Analise de Varidncia ANOVA, seguida pelo
Teste de Comparagao Multiplo Dunnett’s. Valores de p menores que 0,05 (p<0,05)

foram considerados como indicativo de significancia.



Resultados e Discussido

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Aleurites moluccana

5.1.1. EXTRACAO

Para a extragdao dos metabdlitos secundarios de A. moluccana foi utilizada a
metodologia descrita por CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998"".

Inicialmente as folhas, apds secagem a temperatura ambiente, foram
pulverizadas e extraidas por maceracdo com metanol por 10 dias. Apéds
evaporacdo do solvente, o extrato bruto foi particionado com hexano,
diclorometano e acetato de etila. Para dar continuidade aos estudos anteriores
realizados com esta planta, realizou-se uma investigacdo com a fracao hexanica,
a qual foi submetida a métodos cromatograficos, previamente descritos, como
cromatografia de adsor¢édo em coluna de silica gel, eluida com hexano:acetato de
etila, com aumento gradativo de polaridade.

As cascas obtidas de A. moluccana foram submetidas a extracdo com
metanol e apds a remogdo do solvente, o extrato foi concentrado sob presséo
reduzida e sucessivamente particionado com diclorometano e acetato de etila.

A fracao de diclorometano foi cromatografada em coluna de silica gel,
eluida com hexano:acetato de etila com aumento gradativo de polaridade e
monitoramento das fracdes por cromatografia em camada delgada (c.c.d.).

5.1.2. IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DAS FOLHAS DE A.

moluccana

As investigagbes quimicas com as folhas de A. moluccana levaram ao
isolamento dos triterpenos a e B-amirinona (AM-1) (55) . Estes compostos nao

haviam sido isolados e ou identificados de plantas do género Aleurites.
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5.1.2.1. Solido AM-1

O solido AM-1 (55) foi isolado da fracdo hexanica do extrato metandlico
obtido das folhas de A. moluccana, ap6s cromatografia em coluna, como um 6leo,
soluvel em cloroférmio. As estruturas foram confirmadas através das analises
espectroscopicas de RMN-'H e ®C, como sendo uma mistura de o,B-amirinona e
comparado com dados na literatura de 3p-OH, a-amirina, 3-OH, B-amirina, 3-0xo,
28-COOMe (B-amirina) e 3-oxo, 28-COOMe metilursonato, demonstrado nas
Figuras 19 e 20'2. O uso de CG, juntamente com amostra padrdo, indicou
quantidades similares de ambos os compostos (aproximadamente 1:1), como
observado na Figura 18. Nao foram encontrados dados na literatura para sua
atividade biol6gica, sendo esta a primeira vez identificado no género Aleurites.

o-Amirinona B- Amirinona
(AM-1)
(55)
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Figura 18. Cromatograma gasoso do AM-1. Condicoes de analise: Teouna Lm-1=
4OOC, Tinjetor= 28000; Tdetector= 32000-

Através da cromatografia gasosa verifica-se a mistura de aproximadamente
1:1 de p e a-amirina, respectivamente como demonstrado na Figura 18.

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e '®C (Fig. 19 e 20)
indicam que o composto é um triterpeno da série oleanano.

No espectro de RMN 'H observam-se sinais duplicados devido a mistura de
B e a -amirina. Na regido entre & 5,15-5,20 apresentam sinais referentes ao
hidrogénio no C-12 de B e a-amirina, respecticamente. Sinais dos prétons no C-2,
proximos ao grupo carbonila, sdo observados na regiao de & 2,25-2,6.

A Tab. 6 mostra os valores de deslocamentos quimicos de '*C para o 3p-
OH, a-amirina, 3B-OH, B-amirina, 3-oxo, 28-COOMe (B-amirina) e 3-oxo, 28-
COOMe metilursonato (a-amirina) e valores obtidos para o AM-1.
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Figura 19. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCl3/TMS) do AM-1.
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Figura 20. Espectro de RMN-"3C (75 MHz, CDCly/TMS) do AM-1.

Os grupos metilenos e metinos encontram-se na regidao entre 6 2,10-1,4 e
as metilas entre 6 1,25-0,8.
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Os dados obtidos pela andlise de RMN-C do AM-1 mostram-se

semelhantes aos do anel B, C, D e E do 3p-OH, a-amirina e 3p-OH, p-amirina. Ja

a andlise do anel A os sinais apresentam-se semelhantes aos do 3-oxo, 28-

COOMe (B-amirina) e 3-oxo, 28-COOMe metilursonato (a-amirina).

Tabela 6. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de RMN '°C para o AM-1

e dados da literatura para o 3B-OH, B -amirina, 33-OH, a-amirina, 3-0xo,
28-COOMe metilursonato (a-amirina) e 3-oxo, 28-COOMe (B-amirina) e

3-ox0'"2.
3-oxo0 28-
AN 3p-OH, 3p-OH, COOMe ke
Posicéo " p —amirina g-amirina °C  metilursonato e
BCs L (a-amirina)
13C 6172 6172 (B-amlrlna) 13C 13C 172
6172 6

1 39,4 38,7 38,7 39,1 39,4
2 34,7 27,3 27,2 34,1 34,2
3 217,3 79,0 78,3 217,6 217,8
4 47,4 38,8 38,7 47,4 47,4
5 55,2/55,3 55,3 55,2 55,3 55,4
6 19,6 18,5 18,3 19,6 19,7
7 32,5 32,8 32,9 32,2 32,6
8 39,3 38,8 40,0 39,3 39,1
9 46,7/46,8 47,7 47,7 46,0 46,8
10 36,6/ 6,6 37,6 36,9 36,7 36,6
11 23,5/ 3,1 23,6 23,3 23,0 23,6
12 124,1/121,5 121,8 124,3 122,1 125,4
13 139,7/ 145,2 145,1 139,3 143,8 138,4
14 42,0/ 1,9 41,8 42,0 41,8 42,2
15 28,8/ 6,5 26,2 28,7 27,7 28,1
16 26,1/ 6,9 27,0 26,6 23,5 24,3
17 33,7/ 2,4 32,5 33,7 46,7 48,2
18 59,1/7,3 47,4 58,9 41,4 53,0
19 39,6/46,9 46,9 39,6 45,8 39,0
20 39,5/31,2 31,1 39,6 30,6 38,9
21 34,7 34,8 31,2 33,8 30,7
22 37,1/41,5 37,2 415 32,3 36,7
23 25,6 28,2 28,1 26,4 26,6
24 21,5 15,5 15,6 21,4 21,5
25 15,4/15,2 15,6 15,6 14,9 15,2
26 16,7/16,8 16,9 16,8 16,7 16,9
27 23,5/25,9 26,0 23,3 25,8 23,5
28 28,1/28,4 28,4 28,1 - 178,0
29 17,5/33,3 33,3 17,4 33,0 17,1
30 21,4/23,6 23,7 21,3 23,6 21,2

CDCl;

Solvente

75 MHz
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5.1.3. IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DAS CASCAS DE A.

moluccana

As investigacdes quimicas com as folhas de A. moluccana levaram ao
isolamento do diterpeno AM-2 espruceanol (56) e do AM-3 acido atrarico (57).

5.1.3.1. Composto AM-2

O composto AM-2 (56), de aspecto oleoso, foi isolado da fracdo de
diclorometano do extrato metandlico das cascas de A. moluccana, apo6s
cromatografia em coluna. A estrutura foi confirmada através das analises de |V,
RMN-'H e '®C (Figura 21-23) como espruceanol e comparado com dados obtidos

na literatura' 174,

Espruceanol
(AM-2)
(56)
O espectro de V. (Fig. 21) apresenta bandas de absorcdo em 3400 cm’

referente a deformagéo axial de O-H, deformacédo axial de C=C em 1650 cm™ e

deformagcdo axial C-O em 1040 cm™
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Figura 21. Espectro no |V (pastilha de KBr) do AM-2.

As atribuicdes de RMN 'H e '3C (Fig.22 e 23), estao dispostas na Tab. 7.

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e ®C (Fig. 22 e 23)
indicam que o composto AM-2 possui 0 esqueleto cleistantano semelhante ao
espruceanol. Observam-se sinais representados como singletes em & 0,88, 1,06,
1,20 e 2,19, referentes as quatro metilas 18, 19, 20 e 17, respectivamente. O sinal
para o grupo alcool secundario ndo benzilico € verificado em & 3,30 dd e o pré6ton

aromaticoem & 6,67 .
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Figura 22. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCIls/TMS) do AM-2. Expansédo da
regiao dos hidrogénios olefinicos e aromaticos (6,67~5,13 ppm) e da
regiao do hidrogénio no C-3 (3,32~3,27 ppm). Deslocamentos

expressos em ppm e Hz na area expandida.
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Tabela 7. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de RMN 'H e '3C para o

AM-2 e dados da literatura para o espruceanol'’®.

Posicio AM-2 AM-2 Espruceanol 'H3 ™
¢ 'H & mult. J (Hz) BC 3 J (Hz)
1 1,80 28,0/ CH,
2 1,21-1,50 37,3 CH,
3 3,30 dd (J=10,6 e 5,4) 78,7 CH 3,29 dd (J=7,5 € 5,7)
4 - 38,87
5 1,30 m 49,32 CH
6 - 18,9 CH,
7 2,78 dd 29,3 CH, 3,14 m
8 - 125,1
9 - 147,7
10 - 37,6
11 6,67 s 109,6 CH 6,65 s
12 - 151,9 3,45s
13 - 119,1
14 - 139,2
15 6,57 dd (J=17,9 e 11,4) 135,4 CH 6,59 dd (J=17,7 e 11,3)
5,53 dd (J=11,4 € 2,2) /
16 5,16 dd (J=17,9 € 2,1) 119,5 CH, 4,97-5,62 m
17 2,19s 12,8 CHy 2,17 s
18 0,88 s 15,3 CH3 0,87 s
19 1,06 s 28,1 CH3 1,05s
20 1,20 s 24,8 CHg 1,19 s
Solverte CDCl CDCly CDCl
300 MHz 75 MHz 300 MHz

Pelo espectro de RMN de C observa-se & 151,9 referente ao carbono do
grupo hidroxila ligado ao anel aromatico no C-12 e & 78,7 referente ao carbono
ligado a hidroxila no C-3. Observam-se ainda sinais caracteristicos de grupamento

vinilico em & 135,4 e 119,5 ppm
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Figura 23. Espectro de RMN-"3C (75 MHz, CDCly/TMS) do AM-2.
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O composto espruceanol foi isolado e identificado pela primeira vez da
planta Cunuria spruceana em 1979'"® e pela segunda vez obtido da planta Jatropa
divaricata em 2001'"*. Apesar de ter sido isolado anteriormente, o espruceanol
trata-se de um diterpeno da série rara de cleistantol, sendo esta a terceira vez
isolado em plantas superiores e a primeira vez reportado no género Aleurites. Nao
foram encontrados dados na literatura sobre possivel efeito bioldgico deste
composto

5.1.3.2. Composto AM-3

O composto AM-3 (57) foi isolado da fracdo de diclorometano do extrato
metandlico das cascas de A. moluccana, apds cromatografia em coluna, como um
sélido branco, solivel em cloroférmio, com P.F 141-143°C. A estrutura foi
confirmada através das andlises de IV, RMN 'H e '*C (Figuras 24-26) como 2,4-
dihidroxi-3,6-dimetilbenzoato de metila (acido atrarico) e comprovado com dados

na literatura'”®,

OH
H3C COOCH3
HO 3 CH3
H

Acido atrarico

(AM-3)
(57)
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Figura 24. Espectro no IV (pastilha de KBr) do AM-3.

O espectro no I.V. (Fig. 24) apresenta bandas de absor¢cdo em 3404 cm’
referente a deformacao axial de O-H, estiramento de grupos metila em 2926 cm,
banda de deformagéo axial de C=0O em 1628 cm’, deformacdo axial de C=C do
anel em 1502, 1440 e 1366 cm’ e deformacgao axial de C-O em 1110 cm".
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Tabela 8. Valores de deslocamentos quimicos (3, ppm) de RMN 'H e '*C para

AM-3 e dados da literatura para o 2,4-dihidroxi-3,6-dimetilbenzoato de

metila (&cido atrarico)'’®.

Posicao AM-3 AM-3 Ac. atrarico Ac. atrarico
'H & mult. ¥C & /APT 'H S mult."® BCc '
1 - 105,19/C - 105,4
2 163,12/C - 163,0
3 108,5/C - 108,8
4 - 158,0/C - 160,2
5 6,21 s 110,5/CH 6,20 s 110,7
6 - 140,1/C - 140,2
OCHg3; 3.93 51,8 3.93 51,7
C=0 - 172,6 - 171,5
C2-OH 12,04 s - 12,08 s -
C3-Me 2,10 s 7,6 2,08 s 7,6
C4-OH 5,26 s - 50s -
C6-Me 2,45s 2,5 24,07 23,9
Solvente CDCl; CDCl; CDCl3 CDCls
200 MHz 50 MHz/75 MHz 300 MHz 75 MHz

Os valores de deslocamentos quimicos de 'H e '*C (Fig.25 e26) indicam
que o composto AM-3 é o 2,4-dihidroxi-3,6-dimetilbenzoato de metila (acido
atrarico). O espectro de RMN 'H foi bastante simples, constituindo de sinais de
OH em & 12,04 e 5,26, sinal do hidrogénio aromatico em & 6,21, sinal do
grupamento éster metilico em & 3,92 e dois grupos metilicos aromaticos em 6 2,45
e 2,10.

O 2,4-dihidroxi-3,6-dimetilbenzoato de metila (acido atrarico) foi isolado pela
primeira vez em 1971'"®e recentemente da planta Frullania brasiliensis'’’, porém
esta sendo relatado pela primeira vez no género Aleurites. Nao foram encontrados

dados na literatura a respeito da atividade biolégica para este composto.

5.1.4. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE DIFERENTES PARTES DA PLANTA

A cromatografia em camada delgada (ccd) e cromatografia gasosa (CQG)
sao valiosos instrumentos utilizados para padronizagdo e caracterizagdao de

plantas medicinais'’®. Ambos métodos foram aplicados para verificar a
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composicao quimica das diferentes partes da planta, a qual contém uma
constituicao variavel em relacao aos distintos 6rgaos.

A Tabela 9 mostra os rendimentos dos extratos ou fragdes estudadas. Altos
rendimentos foram obtidos quando folhas e flores foram usados. CCD comparativa
dos extratos, utilizando varios eluentes e reagentes, juntamente com CG
indicaram, como esperado, que eles contém diferentes constituintes ou

concentragoes.

Tabela 9. Rendimentos dos extratos e fragbes obtidas de diferentes partes de

A.moluccana.

Rendimentos ( % ) dos extratos ou fragdes

Partesdaplanta "5 "nov? DOM® AcOE  AcOEL

Raizes 2,05 0,016 0,78 - -
Caules 1,37 0,02 1,54 - -
Flores 4,12 0,05 1,20 - -
Cascas 0,91 0,012 1,32 - -
Folhas 4,83 0,031 0,66 0,002 0,04
Sementes 2,70 0,025 0,94 - -

@ Em relagéo ao peso inicial das amostras
®Em relacao ao extrato metandlico
Analisando os resultados obtidos e comparando com os compostos obtidos
em trabalhos anteriores com esta planta indicaram que swertisina (28) e seu
derivado 2”-O-ramnosilswertisina (32) estao presentes somente nas folhas de A.
moluccana®’. Estudos anteriores demonstraram que swertisina possui potente
efeito e atividade antinociceptiva dose—dependente quando analisado no teste das

contorgées abdominais induzidas pelo acido acético®*®’

Este composto,
juntamente com triterpenos, B e a-amirina (29) e a mistura de esterois,
estigmasterol, B-sitosterol e campesterol (31), contribuem para a atividade
antinociceptiva anteriormente verificada para o extrato hidroalcodlico obtido das
folhas desta planta®®”'%. O acido acetil aleuritélico (27), um triterpeno, o qual
possui atividade analgésica e antimicrobiana, foi encontrado nas cascas e raizes,

enquanto os esterdis estigmasterol e B-sitosterol estdo presentes em todas partes
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da planta, exceto nas raizes'”®. Nos extratos obtidos dos caules e folhas foram
também indicados os triterpenos, os quais sdo 0os compostos majoritarios de A.
moluccana.

A administracao intraperitoneal, nos animais, dos extratos metandlicos
obtidos das diferentes partes da A. moluccana (0,003-1 mg/kg), 30 minutos antes
da injecdo do &acido acético, produziu potente e significante inibicdo das
contorgoes abdominais. Como pode ser visto na Figura 27, o efeito antinociceptivo
foi confirmado em todas as partes da planta testadas. Os extratos das raizes,
caules, cascas, flores, folnas e sementes demonstraram valor de Dlsy de 0,014
(0,0051-0,037), 0,008 (0,005-0,01), 0,013 (0,005-0,035), 0,082 (0,05-0,19). 0,04
(0,03-0,05) e 0,86 (0,57-1,32) mg/kg, respectivamente, com inibicdo maxima (%)
de 98, 87, 85, 93, 86 e 97, respectivamente.

O extrato metandlico do caule de A. moluccana foi o mais ativo. Entretanto,
o extrato obtido das sementes demonstrou baixo efeito antinociceptivo no modelo
testado. Quando comparado com alguns medicamentos utilizados na clinica, tais
como aspirina ou paracetamol, o exirato dos caules demonstrou ser muito mais
potente (Tabela 10). A mistura de B e a-amirina causou inibicao de ~ 21% a 1
mg/kg, via i.p., quando analisada no mesmo modelo experimental.

Estes resultados sugerem que outros compostos ativos estdo agindo como
antinociceptivo ou existe efeito sinérgico permitindo o aumento da poténcia do

extrato, o qual contém muitos compostos.
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Tabela 10. Efeito antinociceptivo dos compostos de A. moluccana, aspirina e
paracetamol, contra contor¢cdes abdominais induzidas pela

administracao de 4cido acético em camundongos.

Tratamento Dl5o (mg/kg) IM (%)
o,B-Amirina 0,79 (0,63-1,01) 84 +3
Swertisina ) Inativo Inativo
2”-O-Ramnosilswertisina 5,1 (4,2-6,2) 92 +4
n-Hentriacontano 0,016 (0,012-0,017) 94 +6
Acido Acetil Aleuritélico ™ 21,6 (15,0-31,2) 76 15
B-Sitosterol 9 (3,5-23,2) 54 +2
Estigmasterol ™ 16 (13,6-20,3) 42 + 1
Aspirina 24 (13-44) 35+2
Paracetamol 19 (16-23) 381
Raizes 0,014 (0,005-0,037) 98
Cascas 0,013 (0,005-0,035) 85
Flores 0,082 (0,05-0,19) 93
Caules 0,008 (0,005-0,01) 87
Folhas 0,04 (0,03-0,05) 86
Sementes 0,86 (0,57-1,32) 97

"(Meyre-Silva et al., 1998%%).
“(Peres, 1997'79).
" (Niero, 1993'®; Santos et al., 1995'"")
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5.3. Bauhinia microstachya

5.3.1. EXTRACAO

Para a extracdo dos metabdlitos secundarios de B. microstachya foi
utilizada a metodologia descrita por CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998"".

As folhas de B. microstachya secas a temperatura ambiente e trituradas
foram submetidas a maceracdo com metanol por 10 dias. Apds remocao do
solvente, o extrato foi concentrado sob pressdo reduzida e sucessivamente
particionado com hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol. Optou-se em
trabalhar com a fracdo de acetato de etila devido aos testes farmacolégicos
apresentarem-se promissores para esta fragdo e por apresentar um bom perfil
cromatografico. Esta fracao foi entdo submetida a procedimentos cromatograficos.

Pela necessidade de se isolar maior quantidades dos compostos para
continuidade da analise bioldgica, realizou-se uma segunda coleta da planta

utilizando a mesma metodologia anteriormente descrita.

5.3.2. IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DAS FOLHAS DE B.

microstachya

As investigagbes quimicas com as folhas de B. microstachya levaram ao
isolamento dos compostos fendlicos BM-0 galato de metila (58), BM-1 Kaempferol
3-O-ramnosil (59), BM-2 quercitrina (60), BM-3 miricitrina (61) e BM-4
epicatequina-3-O-galato (62).
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5.3.2.1. Composto BM-0

O composto BM-0 (58) foi isolado da fragdo de acetato de etila do extrato

metandlico da B. microstachya, ap6s cromatografia em coluna, como um sélido

branco, solivel em metanol, com ponto de fusdo de 200-202 °C. A sua estrutura

foi confirmada através das andlises de I.V., RMN 'H e ®C como galato de metila e

através de c.c.d com amostra auténtica de galato de metila, isolado em nossos

laboratérios de outras plantas.
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HO COOCH;s
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Galato de metila (58)

O espectro de 1.V. (Fig. 28) apresenta bandas de deformacao axial de O-H
em 3366 cm™, deformagao axial de C-H de metila em 2960 cm™, deformagao axial
de C=C em 1618 cm™ e 1692 cm™ referente a C=0.

800 =
OH
"1,
50— HO COOCH;Z
a0
201
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] T | |
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4000.0 300 2500 20000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4000
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Figura 28. Espectro no I.V (pastilha de KBr) do BM-0.



Resultados e Discussio 93

Este composto tem sido isolado de varias plantas como derivado do &cido
gélico e apresenta atividade antibacteriana e antiviral '”'. Estudos, com o género
Phyllanthus tém evidenciado a presenca de galato de metila e galato de etila,
ambos obtidos da planta como artefatos produzidos durante processo de obtencao

dos extratos utilizando metanol e etanol, respectivamente’’?.

5.3.2.2. Composto BM-1

O composto BM-1 (59) foi isolado da fragdo de acetato de etila do extrato
metandlico da B. microstachya, ap6s cromatografia em coluna, como um sélido
amarelo, sollivel em metanol, com ponto de fusio de 230-231 °C. A sua estrutura
foi confirmada através das andlises de I.V., RMN 'H e ®C como kaempferol-3-O-

ramnosil e a partir da técnica de hidrolise para a identificacdo de flavondides
183,184

Sy

+oHCH

(BM 1)
Kaempferol - 3 -O - ramnosil (59)
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Figura 29. Espectro no |.V (pastilha de KBr) do BM-1.

O espectro de 1.V. (Fig. 29) apresenta bandas de deformacao axial de O-H
em 3400 cm™', deformacéo axial de C=0 em 1656 cm™' e deformagao axial de C=C
em 1610 cm™.

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e '°C, apresentados na
Tab. 11 (Fig. 30 e 31) indicam que o composto BM-1 &€ um flavondide O-
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glicosilado. Pelo espectro de RMN 'H observa-se um singlete largo em & 13,4
referente & hidroxila OH-5, H-2 e 6 aparecem em & 8,10, H-3 e 5 aparecem em &
7,2, H-6 e 8 em & 6,73. Na regido entre 6 6,3-1,5 aparecem sinais dos hidrogénios
do agucar ligado ao O no C-3. O hidrogénio H-1” ligado ao carbono anomérico
aparece como um sinal largo em 6,32 ppm. Na regido de 4,6~4,4 ppm encontram-
se os sinais dos hidrogénios H-2”, 3” , 4” € 5” € na regido de & 1,45 ppm os
hidrogénios do grupo metila presente na ramnose.

Tabela 11. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de 'H e '*C para BM-1 e

dados da literatura para o kaempferol 3-O-ramnosil '8,

Posicao BM-1 BM-1 Kaempferol 3-O- Kaempferol 3-O-
5 'HJ (H2) 5'*C/APT ramnosil ramnosil
6 1H183 J (HZ) 6 13c183

2 - 157,48 - 159,3
3 - 134,97 - 136,2
4 - 178,80 - 179,6

5-OH 13,40 162,76 - 163,3
6 6,76 d (J=2.01) 99,57/CH 6,30 d (J=2,0) 99,8
7 - 165,73 - 165,9
8 6,71d (J=2,19) 94,36/CH 6,48 d (J=2,0) 94,7
9 - 157,49 - 158,6
10 - 103,61 - 105,9
1 - 122,55 - 122,6
2 8,08 131,65/CH 7,86 d (J= 8,6) 131,9
3 7,27 116,14/CH 7,03d (J=8,7) 116,5
4 - 161,45 - 161,6
5 7,18 115,97/CH 7,03d (J=8,7) 116,5
6 8,05 131,26/CH 7,86 d (J= 8,6) 131,9
1 6,32 103,61 5,47 103,5
2 4,50 73,03-71,77/CH 4,31 71,9

. 4,63-4,59 dd
3" (J= 2,85 e 3,03) 73,03-71,77/CH 3,80 72,1
4 4,30 m 73,03-71,77/CH 3,42 73,2
5 4,42 m 73,03-71,77/CH 3,40 72,0
. 1,43-1,45 d
6 (J= 6,05) 18,12/CH 1,01 17,6
Piridina-ds Piridina-ds CD;0D CD;0OD

Solvente 300 MHz 75 MHz 600,13 MHz 150,93 MHz
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Figura 31. Espectro de RMN-"C/APT (75 MHz, CsDsN/TMS) do BM-1.
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No espectro de RMN '3C (Fig. 31) observam-se 21 sinais referentes aos
carbonos presentes no composto, sendo os deslocamentos na regido de
73,7~71,7 ppm atribuidos aos carbonos da hexose, ramnose, C-2”, 3”,4” e 5” , em
103,6 ppm carbono anomérico e em 18,1 ppm referente ao carbono da metila.

Os sinais positivos observados no espectro de APT indicam carbonos
quartenarios ou secundarios.

O flavondide kaempferol (3, 5, 7, 4-OH), parte aglicona, tem sido
encontrado em varias espécies do género Bauhinia com diferentes acgucares
ligados. Este é o primeiro relato do isolamento no género Bauhinia do kaempferol
com agucar ramnose ligado ao O no C-3.

Dados na literatura tem demonstrado atividade antiinflamatéria e
antioxidante para a parte aglicona (kaempferol), atividade esta relacionada a
presenca dos grupos hidroxilas nos carbonos C-4, 5 e 7 e da dupla ligagdo entre
C-2 e 3. O kaempferol também exibiu atividade antibacteriana, antiviral,

186-191

alelopatica, antioxidante e hipoglicemiante No entanto, nao foram

evidenciados estudos biolégicos anteriores com o composto BM-1.

5.3.2.3. Composto BM-2

O composto BM-2 (60) foi isolado da fragdo de acetato de etila do extrato
metandlico da B. microstachya, ap6s cromatografia em coluna, como um sélido
amarelo, sollivel em metanol, com ponto de fusido de 179-181 °C. A sua estrutura
foi confirmada através das andlises de I.V., RMN 'H e ®C (Fig. 32-34) como
quercetina-3-O-ramnosil.
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Figura 32. Espectro no I.V (pastilha de KBr) do BM-2.
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Os valores de LV. (Fig. 32) sdo praticamente os mesmos sinais do
composto BM-1, com pequenas alteracées e o espectro de RMN 'H e °C (Fig. 33
e 34) diferencia pela adicdo de uma hidroxila no C-3, no anel B, apresentando
modificagdes nos deslocamentos dos carbonos préximos a esta hidroxila.

No espectro de RMN 'H se observa sinal largo em & 13,4, referente "a
hidroxila OH-5, enquanto os hidrogénios H-2 e 6 aparecem em & 8,04, H-6 e 8 em
5 6,72 e 6,67, em d 7,35 H-5. Na regido entre d 6,29-1,49 aparecem sinais dos
hidrogénios do agucar ligado ao O no C-3. O espectro de 'C demonstra
semelhanca ao espectro obtido para o BM-1, com excegdo do C-3 que
apresentou sinal em & 147,1 referente a uma hidroxila adicional no anel B.
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Tabela 12. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de 'H e 'C para BM-2 e

dados da literatura para a quercetrina'®.

Posicio BM-2 BM-2 Quercetrina Quercetrina
¢ 5 'H mult. J (Hz2) 5 *C/APT 5 'H'® J (Hz) 5 3¢

2 - 157,49 - 158,6
3 - 135,84 - 136,3
4 - 178,91 - 179,7
5 13,41 162,77 - 163,3
6 6,72d (J=2,0) 99,52/CH 6,32d (J=2,0) 99,8
7 - 165,62 - 165,9
8 6,67 d (J=2,0) 94,34/CH 6,49 (J=2,0) 94,7
9 - 158,01 - 159,3
10 - 105,25 - 105,9
1 - 122,11/CH - 122,9
2 8,04d (J=2,1) 116,30/CH 7,46 d (J=2,3) 116,9
3 - 147,12 - 146,4
4 - 150,36 - 149,8
5 7,34- 7,31 d (J= 8,3) 116,90/CH 7,03 d (J=8,2) 116,4
6 7,73-7,70 dd (J=8,3 e 2,1) 121,99/CH 7,43 dd (J=8,2 ¢ 2,3) 123,0
1’ 6,29d (J=1,4) 103,87/CH 5,48 d (J=1,6) 103,6
o 5,11-5,5,02 g;i J=1,5¢€ 73.16/CH 4,34 dd (J=1,6 e 3,0) 72.1

3” 4,65dd (3,3 e9,0) 72,39/CH 3,87 dd (J=3,2e 9,5) 72,1

4’ 4,32t 71,91/CH 3,46 t (J=9,5) 73,3

5” 4,35 m 71,83/CH 3,55dd (J=9,5¢e 6,2) 71,9

6" 1,50 d (J=6,0) 18,22/CHj 1,07 d (J=6,2) 17,7

Solvente Piridina-ds Piridina-ds CD;0D DMSO-dg
300 MHz 75 MHz 600,13 MHz 150,93 MHz

O composto BM-2 identificado como quercetrina (quercetina 3-O-ramnosil)

tem sido encontrado em muitas plantas, sendo que no género Bauhinia foi

somente isolado o flavondide quercetina com outro aclcar no C-3'"®. Dados da

literatura relatam atividade hipotensiva, antiviral, antiinflamatéria, antidiarréica e

antioxidante para este composto

5.3.2.4. Composto BM-3

191-196

O composto BM-3 (61) foi isolado da fragdo de acetato de etila do extrato

metandlico da B. microstachya, ap6s cromatografia em coluna, como um sélido

branco, solGvel em metanol, com ponto de fusédo de 194-196 °C. A sua estrutura

foi confirmada através das andlises de I.V., RMN 'H e '*C como miricetina-3-O-

ramnosil.
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Figura 35. Espectro no I.V (pastilha de KBr) do BM-3.
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O espectro de I.V. (Fig. 35) apresenta bandas de deformacao axial de O-H
em 3380 cm™', deformacéo axial de C=0 em 1654 cm™ e deformagao axial de C=C
em 1610 cm™.

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e "®C/APT (Fig. 36 e 37)
apresentados na Tabela 13 indicam que o composto BM-3 é um flavonéide O-
glicosilado. Analisando ambos espectros e comparando com os dados obtidos
para o BM-2, observa-se mudanca significativa de valores referentes ao H-6 e ao

C-5 e 6, indicando a adigcdo de um grupo hidroxila no C-5, no anel B.
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Tabela 13. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de 'H e 'C para BM-3 e

dados da literatura para a miricitrina'®’.

Posicio BM-3 BM-3 Miricitrina Miricitrina
¢ 5 'Hmult. J (Hz) 5 C/APT 5 'H"J (Hz) 5 B¢’
2 - 157,45 - 157,5
3 - 136,03 - 136,0
4 - 178,94 - 178,9
5-OH 13,4 162,73 13,40 162,7
6 6,61 d (J=2,01) 99,42/CH 6,33d (J=1,9) 99,5
7 - 165,52 - 165,7
8 6,70 d (J= 2,02) 94,27/CH 6,49d (J=1,9) 94,8
9 - 158,32 - 158,3
10 - 105,22 - 105,1
1 - 110,29 - 110,3
2 7,74 s 109,30/CH 7,07 s 109,3
3 - 147,74/CH - 147,8
4 - 138,75/CH - 138,8
5 - 147,74/CH - 147,8
6 7,74 s 109,29/CH 7,07 s 109,3
1” 6,24 104,11/CH 6,25 m 104,1
2" 5,10d (J=1,5) 73,26/CH 511 m 73,3
3’ 4,72 dd (9,1 e 3,5) 72,47/CH 4,74 dd (J=9,0 e 3,0) 72,3
4’ 4,34 t 71,92/CH 4,34t (J=9,0) 72,0
5” 4,63 m 71,82/CH 4,65 m 71,8
6” 1,54 d (J=6,0) 18,25/CHj 1,53 d (J=6,0) 18,3
Solvente Piridina-ds Piridina-ds Piridina-ds Piridina-ds
300 MHz 75 MHz 300 MHz 75 MHz

Apesar deste flavonoide ter sido isolado de plantas superiores, esta a a
primeira vez reportado no género Bauhinia. Dados na literatura revelaram

atividade antioxidante'®®,

5.3.2.5. Composto BM-4

O composto BM-4 (62) foi isolado da fragdo de acetato de etila do extrato
metandlico da B. microstachya, apos cromatografia preparativa, como um sélido
branco, soluvel em metanol. A sua estrutura foi confirmada através das analises
de RMN 'H e ®C como epicatequina-3-O-galato e por comparagdo com dados na

literatura para epicatequina'®®2".
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(BM 4) OH
Epicatequina - 3 -O- galato (62)

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e "*C/APT (Fig. 38 e
39), apresentados na Tabela 14 indicam que o composto BM-4 é um flavondéide.

Pelo espectro de RMN 'H observa multiplete referente ao CHx-4 em & 3,5,
em 0 5,4-5,5 aparecem os sinais referentes aos hidrogénios 2 e 3. Na regido de &
6,5-6,6 aparecem os sinais dos hidrogénios 1” e 6”, que fazem parte do radical
galato no carbono 3 da estrutura. No espectro de RMN '*C verifica-se a presenca
do sinal do carbono da carbonila do radical galato em & 166.5 e em & 107,1
referente ao CH-2” e 67, em & 140,6 aos carbonos de OH-4” e em & 147,2-147,6
OH-5"¢ 3".
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Figura 38. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CsDsN/TMS) do BM-4. Expans&o da
regido dos hidrogénios do anel C (4,5~3,0 ppm) e dos hidrogénios do

galato (6,7~6,5 ppm). Deslocamentos expressos em Hz.
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Figura 39. Espectro de RMN-"3C/ APT (75 MHz, CsDsN/TMS) do BM-4.
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Tabela 14. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de 'H e 'C para BM-4 e

200

dados da literatura para epicatequina 3-O-(4-metil)-galato=™.

Epicatequina 3-O-

Epicatequina 3-

Posicao 5 1BHMm4uI i 5 1sBCM/ ‘lI-\PT (4-CHj)-galatod  O-(4-CHs)-galato
: "H mult.*® J (Hz) 5 "*C mult.*
2 5,46 78,22/CH 5,16s 77,8
3 5,50 69,06/CH 5,59 m 70,1
4 3,58m 29,71 2,89-3,24 m 26,4
5 - 158,44° - 156,7
6 6,63° 95,56 6,07 s° 95,5
7 - 158,22° - 157,3
8 6,65° 96,70 6,07 s° 96,4
8a - 157,1° - 157,4
9a - 96,90 - 98,6
1 - 129,88 - 130,9
2 7,30 115,82 6,93 dd (J=8,0 e 2,0) 118,6
3 - 110,30 6.87d (J=8,0) 115,7
4 - 147,57° - 145,3
5 - 147,17 - 145,3
6 7,30° 107,15 7,09d (J=2,0) 114,7
-COO- - 166,55 - 166,3
17 - 121,06 - 126,1
2 7,86° 107,15/CH 7,0s 109,8
3 - 149,60° - 151,1
4 - 140,68 - 140,6
5 - 149,00° - 151,1
6" 7,86° 107,15/CH 7,0s 109,8
Solvente Piridina-ds Piridina-ds Me,CO-d:D,O Me,CO-d:D,O
300 MHz 75 MHz 100 MHz 25,05 MHz

2bed€ Sinais podem estar trocados

O composto epicatequina tem sido isolado de muitas plantas, sendo esta a

primeira vez reportado para o género Bauhinia e apresentado atividade

antidiabética e antioxidante®'?%?, O BM-4 identificado como sendo epicatequina-3-

O-galato tem sido isolado da planta Castanea sativa e demonstrado atividade

como horménio de plantas e atividade antitumoral?*®2%,
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5.3.3. ATIVIDADE ANALGESICA DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE B.

microstachya

O extrato metandlico de B. microstachya e alguns compostos obtidos das
folhas foram submetidos a andlise farmacolégica através do modelo do acido
acético, anteriormente descrito, com o intuito de analisar o efeito antinociceptico
em camundongos.

A analise farmacoldgica do extrato metandlico das folhas de B.
microstachya (Fig. 40) indicou consideravel inibicdo de forma dose-dependente as
contor¢oes abdominais induzidas pelo acido acético quando administrado via i.p.,
com Dlso de 7,9 mg/kg e inibicdo méaxima de 94+ 4 %%.

=J
(5, ]
]

8 Dlso = 7,9 (4,8-12,8) mg/kg

On | =94 + 4%

2 504

: ek

o

O
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D ek

E 26+ i e

% it.

u.. I I

C 3 10 30

Extrato metandlico (mg/kg, i.p.)

Figura 40. Efeito antinoceptivo dose — dependente causado pelo extrato
metandlico da Bauhinia microstacyha administrada por via
intraperitoneal sobre as contor¢des abdominais causadas pelo acido
acético em camundongos.

Da fragcdo de acetato de etila isolaram-se cinco compostos fendlicos.
Somente o composto BM-2 e BM-3 foram submetidos a analise farmacoldgica por
possuirem quantidades adequadas para o experimento (Fig. 41). Cabe salientar
que esta € a primeira vez que esta sendo reportado atividade antinociceptiva e
isolados no género Bauhinia. O composto BM-2, identificado como quercitrina,

inibiu de forma dose-dependente as contor¢ées abdominais em camundongos,
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com Dlsp de 2,4 mg/kg, sendo bem mais ativo que o extrato metandlico. Quando
comparados com alguns compostos como aspirina e paracetamol, o composto
BM-2 foi mais ativo, no modelo testado. Por outro lado o composto BM-3
(miricitrina) causou moderada atividade, inibindo 54 % as contorgdes abdominais.
Considerando a diferenga estrutural entre estes dois compostos, na qual o BM-3

apresenta uma hidroxila a mais, talvez a polaridade esteja influenciando a
atividade analgésica®.

A Dlso = 2,4 (1,4-8,9) mg/kg B Dlso = 29,8 (22,4-39,7) mg/kg

" 1=75+2% =54 +18%

75+ 2 75-
0
g °
2 2
g &0 E 50
Q . (2] T
© s & .. =
0 254 T 0 26 T
[ o ]
£ E
= I—_l_—| =

c 1 3 10 i3 c 3 10 30
BM; (ma/kg, i.p.) BM;a {mglkg, i.p.)

Figura 41. Efeito antinoceptivo causado pelos compostos BM-2 (painel A) e BM-3
(painel B) extraidos da Bauhinia microstachya administrados por via
intraperitoneal sobre as contorgdes abdominais induzidas pelo acido

acético em camundongos.

Os resultados sugerem que as folhas de B. microstachya poduzem
principios ativos fendlicos, os quais exercem efeitos analgésicos em
camundongos, justificando ao menos em parte, seu uso na medicina popular para
o tratamento de processos dolorosos.
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5.4. Marrubium vulgare

5.4.1. EXTRACAO

Para a extragdo do principal constituinte, a marrubiina, de M. vulgare foi
utilizada a metodologia descrita por CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998"".

As folhas de M. vulgare secas a temperatura ambiente, trituradas, foram
submetidas a maceracao com metanol por 10 dias. Apés remogédo do solvente, o
extrato foi concentrado sob pressao reduzida sob altas temperaturas com o intuito
de favorecer a formacdo da marrubiina a partir da pré-marrubiina. Apds este
procedimento ocorreu a formagcdo de um precipitado, o qual foi separado para
analise cromatografica em coluna de silica gel e o restante do extrato foi
sucessivamente particionado com hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol. Optou-se inicialmente em trabalhar com o precipitado obtido da etapa de
concentracdo do extrato metandlico visto a alta quantidade do composto
marrubiina, identificado por cromatografia em camada delgada com padrédo
correspondente. Esta fracao foi entdo submetida a procedimentos cromatograficos
utilizando coluna de silica gel eluida com hexano:acetato de etila e posterior uso
de DCM:MeOH, ambos com aumento gradativo de polaridade

Pela necessidade de se isolar maior quantidade dos compostos para dar
continuidade aos estudos de modificacdo estrutural visando a andlise da relacao
estrutura-atividade, realizou-se analise cromatografica em coluna de silica gel com
a fragdo de diclorometano do extrato metandlico, observando-se através de c.c.d.
a presenca do composto marrubiina.

5.4.2. IDENTIFICACAO DO COMPOSTO MAJORITARIO ISOLADO DAS

FOLHAS DE M. wulgare

Os procedimentos cromatograficos com as folhas de M. vulgare levaram ao
isolamento do composto M (54), marrubiina.



Resultados e Discussio 116

O composto M foi isolado do precipitado obtido a partir da concentragao do
extrato metandlico de M. vulgare, ap6s cromatografia em coluna de silica gel, e
procedimentos de recristalizagdo como um soélido branco, com ponto de fusédo de
162-164 °C. A sua estrutura foi confirmada através de I.V., RMN 'H e °C e
comparada com dados da literatura para marrubiina e co-c.c.d. com amostra
auténtica isolada anteriormente em nossos laboratérios'*.

O espectro de I.V. (Fig. 42) apresenta banda de deformacao axial de O-H
em 3468 cm™', deformagéo axial de C-H de metila em 2940 cm™ e deformagao
axial em 1740 cm™' referente a carbonila C=O de lactona.



Resultados e Discussio 117

650

507 \ /| 1 ‘ i

o | i § | d. '| |In
1 ]_| I! i! I\h |h ‘.NJ |,
| |

207 |

10

S0 |

. | | 1 I | I | .
' 3500 3000 2900 1800 800 1400 1200 100C 800 sCO
4000.0 20000 4000

y(cm™)
Figura 42. Espectro no |.V (pastilha de KBr) do M.

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e '°C (Fig. 43 e 44),
apresentados na Tabela 15, indicam que o composto M trata-se de um diterpeno
labdano. Pelo espectro de RMN 'H observam-se hidrogénios olefinicos em & 7,35,
7,22 e 6,27, referentes aos H-15, 16 e 14, respectivamente. Em & 4,74 aparece
um triplete referente ao H-6 contendo o grupamento lactonico. Na regidao entre &
2,57-1,4 aparecem sinais referentes aos hidrogénios metino e metileno e em &
1,28, 1,05 e 0,94 estdo as metilas 18, 20 e 17, respectivamente. Os sinais dos
grupos metileno e metino encontram-se na regidao de d 1,0-2,5 ppm.
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Os valores obtidos para o composto M estdo de acordo com os dados para

marrubiina’®,
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Figura 43. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3/TMS) do M.
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Figura 44. Espectro de RMN '3C (50 MHz, CDCIs/TMS) do M.

Tabela 15. Valores de deslocamentos quimicos (3, ppm) de RMN 'H e °C para M
e dados da literatura para marrubiina'*.

1 1,69 28,6 1,68 28,7
2 1,74 18,1 1,72 18,2
3 2,12 28,3 2,11 28,4
4 ] 43,7 ) 43,8
5 2,21d 44,8 2,21 449
6 4,73 1 76,2° 4,72 76,2
7 31,4 31,5 2,13 31,6
8 32,3 32,3 2,12 32,4
9 - 75,7° - 75,8
10 - 39,7 - 39,8
11 1,82 35,1 1,88 35,2
12 2,52 20,9 2,51 21,0
13 - 125,0 - 125,0
14 6,26 sl 110,7 6,25 110,7
15 7,36 sl 143,1 7,34 143,1
16 7,22 sl 138,6 7,21 138,6
17 0,95d 16,5 0,95 16,6
18 1,28 s 22,9 1,27 23,0
19 - 183,8 - 183,8
20 1,05s 22,2 1,04 22,3
Solvente CDCl; CDCl; CDCl; CDCl;
200 MHz 50 MHz 500 MHz 125 MHz

* Sinais podem estar trocados
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5.4.3. MODIFICACOES ESTRUTURAIS NA MARRUBIINA E SEU DERIVADO

ACIDO MARRUBIINICO

As modificacoes realizadas na marrubiina e seu derivado, o acido
marrubiinico, representadas na Figura 45, ndo tiveram como objetivo principal o
rendimento, mas sim a obtencdo de quantidades suficientes dos produtos
modificados para a realizacdo dos testes farmacolégicos visando um estudo da
relagao estrutura-atividade biolégica.

Todas as rotas sintéticas utilizadas neste trabalho ja foram reportadas na
literatura, com pequenas modificagoes. A seguir, serdo discutidos alguns aspectos

considerados relevantes observados nas reagdes utilizadas.
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Figura 45. Algumas das modificagcdes estruturais propostas com a marrubiina e

seu derivado, o acido marrubiinico.
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5.4.3.1. Reacé&o de redugéo da marrubiina

O grupo lactdnico da marrubiina (M) foi reduzido utilizando-se LIALH4 como
agente redutor, como demonstrado abaixo na Fig. 46. Na reacédo obteve-se uma
mistura de compostos que foi cromatografada em coluna, obtendo MR-1 (63), com
rendimento de 70 %. Este composto ja havia sido isolado da M. vulgare e obtido

por sintese, tendo apresentado atividade vasorelaxante e analgésica'>®'%%2%,

MR-1(63)

Figura 46. Reacao de reducao da marrubiina (M).

Pelo espectro de RMN 'H (Fig. 47) observa-se uma alteragdo consideravel,
quando comparado com o espectro da marrubiina, no H-19 (& 3,14-4,25) e H-18 (&
1,27), evidenciando a alteragdo ocorrida nesta parte da molécula. Os sinais dos
grupos metilenos e metinos encontram-se na regiao de 6 1,0-2,5 ppm.
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A Tabela 16 mostra os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e

3C (Fig. 47 e 48) obtidos e dados da literatura para o marrubenol.

Tabela 16. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de RMN 'H e *C para

MR-1 e dados da literatura para marrubeno

|205

Posicio MR-1 MR-1 Marrubenol Marrubenol
¢ 'H & mult. BC H & mult.2% 3¢ 5205
1 1115 33,7 1415m 33.8
2 1,115 18,5 1,38-1,49 m 18,5
3 1.1-15 40,6 1,11-1,35m 40,7
4 - 38,7 - 38,9
5 49,4 1,52 d 49,3
6 4,17 dd 65.8 4,18d 65,9
7 38,9 1,47 m, 1,64 dd 38,9
8 230 m 31,2 2.25m 31,1
9 - 77.0 - 77.0
10 - 43.4 - 43.4
11 34.9 1,7-1,9m 349
12 251 m 215 2.45m 215
13 - 125.4 - 125.4
14 6,27 sl 110,8 6,21 sl 110,8
15 7.35 sl 1429 7.28 sl 142.9
16 7,22 sl 138,5 717 sl 138,5
17 0,94 16,2 0,91s 16,2
18 1,31 27.9 0,99 s 27.9
19 3,14 d- 4,26 d 68,9 3,14 d- 4,25 d 69,1
20 1,05 19,5 1255 19,6
CDCls CDCl CDCl; CDCl;
Solvente 200 MHz 50 MHz 400,13 MHz 100,62 MHz

5.4.3.2. Reagao de hidrdlise da marrubiina

O grupo lacténico da marrubiina (M) foi hidrolizado utilizando-se KOH/H-O,

conforme demonstrado abaixo na Fig. 49. Na reacdo obteve-se um precipitado
identificado como MR-2 (64), com rendimento de 94 %. Este composto havia sido

obtido por sintese e tem demonstrado atividade colerética

135,157
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MR-2 (64)
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Figura 50. Espectro no |.V. (pastilha de KBr) de MR-2.
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O espectro no I.V. (Fig.50) apresenta banda larga de deformagédo axial de
hidroxila de acido carboxilico em 3622 cm™ e banda de deformagédo axial de OH
em 3190 cm™'. Estes sinais, juntamente com a alteracdo do sinal da carbonila para
1676 cm™' evidenciam que ocorreu a hidrélise, sendo obtido o produto desejado.

Pelo espectro de RMN 'H (Fig. 51) pode-se observar sinal do hidrogénio &cido
em & 14,0 e hidrogénio do grupo hidroxila no C-6 em & 6,8.
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Figura 51. Espectro de RMN 'H (200 MHz, DMSO-ds /TMS) do MR-2.
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Figura 52. Espectro de RMN '*C (50 MHz, DMSO-ds /TMS) do MR-2.

A Tabela 17 mostra os valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e
'3C (Fig. 51 e 52) obtidos para o MR-2 e dados da literatura para marrubiina.
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Tabela 17. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de RMN 'H e °C para
MR-2 e dados da literatura para marrubiina'*.

Posicao MR-2 MR-2 Marrubiina Marrubiina
'H & mult. Cs 'H&'™® Bc '

1 1,68 28,3 1,68 28,7
2 1,42 18,4 1,72 18,2
3 28,3 2,11 28,4
4 - 43,1 - 43,8
5 2,38 45,9 2,21 449
6 4,2 sl 65,0 4,72 76,2
7 2,15 29,5 2,13 31,6
8 2,0 324 2,12 32,4
9 - 75,7 - 75,8
10 - 37,7 - 39,8
11 1,76 35,2 1,88 35,2
12 2,50 19,3 2,51 21,0
13 - 125,6 - 125,0
14 6,36 sl 111,0 6,25 110,7
15 7,52 sl 142,9 7,34 143,1
16 7,41 sl 138,4 7,21 138,6
17 0,90-0,87 16,2 0,95 16,6
18 1,19 18,4 1,27 23,0
19 13,9 179,1 - 183,8
20 1,0 20,9 1,04 22,3

Solvente DMSO-ds DMSO-ds CDCls CDCl;

200 MHz 50 MHz 500 MHz 125 MHz

5.4.3.3. Reacéo de esterificagdo da marrubiina

Foram feitas varias tentativas de acetilacdo do grupo OH da marrubiina (M).
Utlizou-se anidrido acético e cloreto de benzoila, porém ndo se obteve resultados

positivos.

a) Método 1:

Nesta reagao o derivado esterificado da marrubiina era o produto desejado
pela reagdo com Ac,0 e piridina, conforme demonstrado abaixo (Fig. 53). Nao foi
observada a formagéo do produto nas condi¢cdes experimentais utilizadas. Através

de analise espectroscopica obteve-se a marrubiina.
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Figura 53. Reacao de esterificagdo da marrubiina (M).
b) Método 2:

Nesta reacado esperou-se a obtengcdo do derivado acetilado da marrubiina
pela reagcdo com cloreto de benzoila e piridina, conforme demonstrado acima. Nao
foi observado a formacdo do produto nas condicdes experimentais utilizadas.

Através de andlise espectroscdpica obteve-se a marrubiina.

c) Método 3:

Nesta reacdo esperou-se a obtencdo do derivado acetilado da marrubiina
pela reagcdo com cloreto de acetila. Na reacdo obteve-se uma mistura que foi
cromatografada em coluna, ndo se conseguindo purificar o composto desejado,
devido a formagao de uma mistura complexa. Provavelmente a presenca de grupo
volumoso na proximidade do sitio da reagédo reduza a velocidade de esterificacao
e como se trata de um alcool terciario menos reativo, o que dificulta ainda mais a
reacdo?®. Esta reacdo devera ser repetida partindo-se de maiores quantidades do
material de partida para proporcionar a obtencdo de quantidades adequadas do

produto para sua purificagao e elucidacao.

5.4.3.4. Reacéao de esterificagdo do composto MR-2

a) Método 1:

O composto MR-2 obtido através da hidrolise da marrubiina (M) e
devidamente identificado foi submetido a esterificacdo do grupo carboxilico
utilizando-se brometo de benzila, conforme demonstrado abaixo na Fig. 54. Na
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reacdo obteve-se uma mistura que foi purificada por cromatografia em coluna,

formando um 6leo denominado MR-6 (65), com rendimento de 45 %.

MR-6 (65)

Figura 54. Reacéo de esterificagcdo com o composto MR-2.
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Figura 55. Espectro no I.V. (pastilha de KBr) de MR-6.
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No espectro no L.V. (Fig. 55) observa-se absor¢cdo intensa na regidao de
3410 cm™ referente & deformacdo axial de O-H, regido aromatica =C- em 3088
cm”, harménicas ou frequéncias de combinagcdo em 2000-1800 cm™ e em 1636
cm’' deformagéo axial de C=0, C=C aromatica em 1588 cm', deformac&o angular
fora do plano de =C-H em 750 cm™.

No espectro de RMN 'H (Fig. 56) observa-se diferenca significativa no
hidrogénio-6 em & 7,36 e hidrogénios do CHoy, inserido apds modificacdo quimica,
em & 5,19, demonstrando que a reacdo foi efetuada. Os sinais dos grupos

metilenos e metinos encontram-se na regiao de 6 1,0-2,5 ppm.
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Figura 56. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCly/TMS) do MR-6.

No espectro de RMN '3C (Fig. 57) observam-se sinais referentes aos

hidrogénios aromaticos na regido de 6 135,9-129,1 e sinal de carbonila de fungao
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éster em & 183,8, evidenciando a modificagdo quimica para a obtencdo do
composto MR-2.

As atribuicdes de RMN 'H e '*C estdo apresentadas na Tabela 18, bem
como os valores de marrubiina usados para efeito de comparacgao.

Esta foi a primeira vez da obtengcdo do derivado esterificado do acido

marrubiinico.

Tabela 18. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de RMN 'H e *C para

MR-6 e dados da literatura para marrubiina'*.

Posicao MR-6 MR-6 Marrubiina Marrubiina °C
'H & mult. BCd 'H&'™* 5"
1 1,67 30,3 1,68 28,7
2 1,74 19,5 1,72 18,2
3 2,04 30,0 2,11 28,4
4 - 443 - 43,8
5 1,31 47,0 2,21 44,9
6 4,38 68,2 4,72 76,2
7 31,1 2,13 31,6
8 33,7 2,12 32,4
9 - 77,0 - 75,8
10 - 39,0 - 39,8
11 1,83 36,0 1,88 35,2
12 2,54 20,4 2,51 21,0
13 - 126,1 - 125,0
14 6,26 111,5 6,25 110,7
15 7,34 143,5 7,34 143,1
16 7,20 139,1 7,21 138,6
17 0,94 16,9 0,95 16,6
18 1,31 19,5 1,27 23,0
19 - 181,6 - 183,8
20 1,25 22,0 1,04 22,3
CH, 5,10 dd 65,8 - -
@ 7,36-7,26 135,8-129,1
CDClj CDClj CDCly CDCl3

Solvente 200 MHz 50 MHz 500 MHz 125 MHz
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Figura 57. Espectro de RMN '*C (50 MHz, CDCI3/TMS) do MR-6.

b) Método 2

O composto MR-2 foi submetido a esterificacdo do grupo carboxilico
utilizando-se iodometano, como demonstrado abaixo na Fig. 58. Na reacao
obteve-se uma mistura que foi purificada por cromatografia em coluna, rendendo

um soélido denominado inicialmente de MR-7.
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Figura 58. Reacéao de esterificacdo do MR-2.

Pela andlise de RMN 'H, obteve-se a marrubiina como produto da

esterificagdo do MR-2.

c) Método 3:

O composto MR-2 foi submetido a esterificacdo do grupo carboxilico
utilizando-se 1-bromobutano. Pela andlise de RMN 'H obteve-se a marrubiina e
néao o produto esperado MR-8.

d) Método 4:

O composto MR-2 foi submetido a esterificagcdo do grupo hidroxila
utilizando-se carbonato de potassio e dimetil sulfato, como demonstrado abaixo na
Fig. 59. Na reacao obteve-se uma mistura que foi purificada por cromatografia em
coluna, obtendo-se um soélido denominado inicialmente de MR-9 (66), com

rendimento de 50,4 %.

MR-9 (66)

Figura 59. Reacéo de esterificacdo do MR-2.
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O espectro de IV (Fig. 60) evidenciou alteracdo na regido de 3400 cm™,
quando comparado ao espectro do MR-2, indicando que ocorreu alteracdo na
porcédo acida do composto, agora esterificado e apresentado deformacéao axial de
O-H em 3.420 cm”.

No espectro de RMN 'H (Fig. 61) observa-se o sinal adicional em & 3,76 do
grupamento metoxi, evidenciando que o produto foi obtido. Os sinais dos
hidrogénios dos grupos metilenos e metinos encontram-se na regido de 6 1,0-2,5

ppm.
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Figura 60. Espectro no I.V. (pastilha de KBr) do MR-9.
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Figura 61. Espectro de RMN 'H (acetona-dg, 200 MHz, TMS) de MR-9.

Tabela 19. Valores de deslocamentos quimicos (5, ppm) de RMN 'H e *C para

MR-9 e dados da literatura para marrubiina'*.

Posicio MR-9 'H3d mult. Marrubiina'H 5'* MR-2 'H & mult.
1 1,74 1,68 1,68
2 1,46 1,72 1,42
3 2,11
4 ; ) ;
5 2,49 2,21 2,38
6 4,31 4,72 4,2 sl
7 2,07 2,13 2,15
8 2,03 2,12 2,0
9 - - -
10 - - -
11 1,77 1,88 1,76
12 2,54 2,51 2,50
13 - - -
14 6,36 6,25 6,36 sl
15 7,44 7,34 7,52 sl
16 7,35 7,21 7,41 sl
17 0,94-0,97 d 0,95 0,90-0,87
18 1,28 1,27 1,19
19 - - 13,9
20 1,06 1,04 1,0
OCHjs 3,7 - -
Solvente Acetona-dg CDCl; DMSO-dg
200 MHz 500 MHz 200 MHz
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5.4.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANALGESICA DOS COMPOSTOS OBTIDOS

ATRAVES DE MODIFICACAO ESTRUTURAL DA MARRUBIINA

Algumas modificagbes quimicas foram realizadas com a marrubiina,
composto majoritario na planta M. vulgare e seu derivado, o &cido marrubiinico,
obtido com alto rendimento através da hidrélise da marrubiina. O objetivo destas
modificacdes foi a busca de compostos mais ativos para futuros estudos de
correlacao estrutura, atividade bioldgica e consequente obtencao de um protétipo
de farmaco. Neste sentido, a atividade antinociceptiva da marrubiina (M), do &cido
marrubiinico (MR-2), MR-6 e MR-9 foi analisada no modelo de contor¢oes
abdominias induzidas pelo acido acético via i.p., em camundongos, e comparados
com farmacos utilizados na clinica como a aspirina e o paracetamol.

Todos os compostos exibiram atividade antinociceptiva, inibindo as
contorgbes abdominais, como demonstrado na Figura 62 (Tabela 20). Analisando
as inibicdes maximas dos quatro compostos testados, apresentados na tabela 20,
verifica-se um aumento da atividade quando se realiza a hidrélise da marrubiina
para a obtencdo do &cido marrubiinico (MR-2), ja os demais compostos com
modificagdes estruturais apresentaram redugéo na atividade antinociceptiva, mas
quando comparados com farmacos com atividade antiinflamatéria e analgésica
verifica-se um pequeno aumento na inibicdo das contorgbes abdominais. O
composto MR-6 foi obtido através da modificacdo do grupamento acido para éster
benzilico, neste caso com um aumento na hidrofobicidade da molécula.
Modificagdo similar foi aplicada na acetofenona, xantoixilina, isolada da planta
Sebastiana schottiana onde evidenciou-se aumento da atividade farmacolégica®”.

O composto MR-9 foi obtido através da esterificagcdo da hidroxila do
grupamento &cido do MR-2, o que resultou em um pequeno aumento no efeito
analgésico, quando comparados com farmacos analgésicos utilizados na clinica.
Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa tém comprovado o

mesmo efeito?®.
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Os resultados preliminares demonstram a importancia do grupamento &cido
e da hidroxila de serem mantidos para uma efetiva atividade analgésica. Estes re-
sultados nos estimulam a uma investigacdo mais detalhada deste composto MR-2.

Tabela 20. Efeito antinociceptivo da marrubiina e derivados no modelo do 4cido

acético em camundongos via i.p.

COMPOSTOS INIBICAO (%)
Marrubiina (M) (54) (1) 92 +1
Marrubenol (MR-1) (63)* 80+2
Acido marrubiinico (MR-2) (64)(2) 94 +0,8
MR-6 (65) (3) 441 +£2
MR-9 (66) (4) 48 + 1
Aspirina (5) 35+2

3BRAND et al., 1999
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Figura 62. Modelo de dor induzido pelo acido acético 0,1 % (v. ip) de marrubiina e
derivados (10 mg/kg) em camundongos. Cada grupo representa a
significancia de seis experimentos e as barras verticais 0 nUmero de

contorgdes abdominais em camundongos com o controle.
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6. CONCLUSOES
6.1. Aleurites moluccana

Os estudos quimicos e biolégicos realizados com A. moluccana permitiram
as seguintes conclusoes:

Estudos Quimicos:

a) Dando continuidade aos estudos realizados anteriormente com A. moluccana,
da fragcao hexéanica obtida do extrato metandlico das folhas foi isolado a mistura
de triterpenos, denominada e a-amirinona. Este composto foi isolado pela
primeira vez no género Aleurites e ndo foram encontrados dados na literatura
sobre sua atividade biolégica.

b) Da fracao de CHxCl, das cascas de A. moluccana foram obtidos o espruceanaol,
um diterpeno e o &cido atrarico. Ambos compostos ndo haviam sido
encontrados em plantas do género Aleurites, nem testados quanto a atividade
bioldgica.

c) O estudo comparativo, realizado com as diferentes partes da planta, revelaram
diferenca na constituicdo quimica, bem como na atividade antinociceptiva,
atividade esta relacionada aos compostos isolados, identificados e
anteriormente avaliados®®. As folhas demonstraram um bom rendimento,

atividade analgésica e variedade de constituintes quimicos.

6.2. Bauhinia microstachya

Os estudos quimicos e farmacolégicos realizados com a planta B.
microstachya permitiram as seguintes conclusdes:

Estudos Quimicos:

a) Da fracdo de AcOEt obtida a partir do extrato metandlico das folhas de B.
microstachya foram obtidos cinco compostos de natureza fendlica. O galato de
metila tem sido isolado de varias plantas como derivado do acido galico ou
como artefato apds uso de metanol como solvente extrator'®. Foram isolados

trés flavonodides, kaempferol 3-O-ramnosil, quercitina 3-O-ramnosil e miricetina
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3-O-ramnosil, diferenciados pelo numero de hidroxilas no anel B da estrutura
fundamental. Esses flavonéides ainda nao haviam sido relatados para o género
Bauhinia. Outro flavonoide, a epicatequina 3-O-galato, foi obtido, sendo a

primeira vez isolado no género Bauhinia.

Estudos bioldgicos:

Estudos anteriores com o galato de metila (BM-0) tem evidenciado efeito
analgésico, e por este motivo néo foi incluido nos estudos farmacolégicos'”®. O
kaempferol 3-O-ramnosil (BM-1) por ter sido isolado pequena quantidade, ndo
foi estudado biolégicamente. Os compostos quercetina 3-O-ramnosil (BM-2) e
miricetina 3-O-ramnosil (BM-3) apresentaram atividade antinociceptiva quando
testados no modelo de dor induzido pelo acido acético em camundongos,
sendo que o composto BM-2, neste modelo, foi mais ativo. Os dois compostos
sédo semelhantes e diferem somente pela adicdo de uma hidroxila no composto
BM-3, sugerindo que este aumento na polaridade esteja influenciando a
atividade analgésica.

b) Os resultados obtidos neste trabalho para a B. microstachya sdo importantes

sob o ponto de vista quimico e medicinal, visto que os compostos fendlicos sao
0s responsaveis pela atividade antinociceptiva apresentada pelo extrato
metandlico das folhas, confirmando o uso desta planta no tratamento de

diversas patologias.

6.3. Marrubium vulgare

Estudos Quimicos:

a) Do precipitado obtido a partir da concentragao do extrato metandlico da folhas

de M. vulgare e da fracdo de DCM foi obtido a marrubiina, como composto
majoritario, com rendimento de 0,31%.

Devido & atividade bioldgica apresentada anteriormente pela marrubiina'®
foram realizadas modificages estruturais visando otimizar o efeito analgésico
verificado. Obtéve-se sucesso na reducao da lactona para a formagao do
marrubenol, na obtencdo do &cido marrubiinico, a partir da hidrolise da
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marrubiina, na obtencdao do derivado esterificado do acido marrubiinico e na
formacao do derivado metilado do acido marrubiinico, sendo os dois ultimos
derivados foram obtidos pela primeira vez. As demais reagdes nao levaram aos
produtos esperados, talvez por ser a estrutura um pouco complexa, com

poucos grupos funcionais disponiveis para reacao.

Estudos bioldgicos:

a) A marrubiina (M) e o marrubenol ja haviam sido avaliados anteriormente e
apresentaram atividade antinociceptiva no modelo de dor induzido pelo acido
acético'%'%’_ O 4cido marrubiinico (MR-2) quando testado no modelo do 4cido
aceético apresentou-se mais ativo que a marrubiina (M). Os compostos obtidos
através da esterificacdo do grupamento acido do MR-2, MR-6 e MR-9, inibiram
as contor¢ges abdominais, sendo menos ativos que a marrubiina (M) e o &cido
marrubiinico (MR-2), mas quando comparados com farmacos utilizados na
clinica, como aspirina e paracetamol, apresentaram uma maior inibicéo.

b) Os resultados mostram que tanto a marrubiina como seus derivados possuem
importantes agdes analgésicas, sendo o acido marrubiinico (MR-2) mais eficaz
no modelo testado, o que nos estimula a realizar estudos futuros de correlagao

estrutura atividade para a obtencao de um protétipo de farmaco.
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8. ANEXOS

Segue em anexo, trabalhos cientificos publicados, com a participacao do

autor em periddicos, durante o desenvolvimento deste trabalho.



