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RESUMO

A A. moluccana L. Willd., planta pertencente à família Euphorbiaceae, 

conhecida popularmente como Nogueira-da-índia ou Nogueira-de-Iguape, sendo 

utilizada na medicina popular para o tratamento de diversas afecções, incluindo febre, 

tumores, asma, diarréia, etc. Considerando os efeitos biológicos demonstrados 

anteriormente para os extratos desta planta, o presente estudo tem como objetivo isolar 

e identificar os constituintes químicos presentes nestes extratos, bem como avaliá-los 

através de testes farmacológicos, microbiológicos, além de investigar a atividade 

antiviral.

O uso de procedimentos cromatográficos convencionais (IV, RMN, EM) e 

técnicas espectroscópicas usuais permitiu o isolamento e identificação de n- 

hentriacontano (I), mistura de fitoesteróides contendo P-sitosterol, campesterol e 

estigmasterol (II), mistura de triterpenos, a  e p-amirina (III), swertisina (IV), e seu 

derivado 2 ”-0 -ramnosilswertisina (V) e o ácido acetil aleuritólico (VI). Os compostos 

testados, com exceção da swertisina (IV), quando administrados intraperitonealmente 

na dose de 1 0  mg/kg, inibiram significativamente as contorções abdominais induzidas 

pelo ácido acético 0 ,6 % ( 1 0  mg/kg; i.p.) em camundongos, com valores de DI50 de

0,016 (0,012-0,017), 79 (0,63-1,01), e 5,1 (4,2-6,2) mg/kg, com inibições máximas de 

9 4 , 42-54, 84 e 92 %, respectivamente, em relação ao grupo controle, para os 

compostos I, III e V. Os compostos foram mais eficazes que a aspirina e paracetamol,
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duas drogas utilizadas na clínica como analgésicas e antiinflamatórias. Com relação à 

atividade antiviral, das frações testadas, as frações de diclorometano obtidas das 

cascas e folhas foram ativas no modelo testado confra o vírus-HIV comparado ao 

grupo controle. Os extratos obtidos das cascas e sementes demonstraram ser efetivos, 

embora moderadamente, confra o ftmgo patogênico Epidermophyton floccosum.

Os resultados indicam que vários compostos presentes na planta, incluindo 

hidrocarboneto, esteróides, terpenos e flavonóides parecem ser os responsáveis, pelo 

menos em parte, pelos consideráveis efeitos biológicos apresentados pela A. 

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



ABSTRACT

A. moluccana L. (Willd.), plant belonging the family Euphorbiaceae, is known 

as Nogueira-da-india or Nogueira-de-Iguape, being to employed in folk medicine for 

the treatment of several ailments, including fevers, tumors, asthma, diarrhoea, etc. 

Considering the biological effect previously shown by the extracts of this plant, the 

aim of the present study was isolate and identify the active chemistry constituents 

present in the extracts, as well as evaluate, through of pharmacological and 

microbiological assays, in order to achive active compounds.

The use of chromatographic conventional data (IR, NMR, MS) procedures and 

different spectroscopic techniques permitted the isolation and identification of various 

compounds; «-hentriacontane (I), mixture of steroids, P-sitosterol, campesterol and 

stigmasterol (II), mixture of triterpenes, a  and (5-amyrin (III), swertisin (IV) and its 

derivative 2 ”-0 -rhamnosylswertisin (V) and acetyl aleuritolic acid (VI). All the 

compounds, except swertisin (IV), when administrated intraperitoneally at 10 mg/kg, 

considerably inhibited the acetic acid-induced abdominal constrictions in mice, with 

calculated values of DI50 0,016 (0,012-0,017), 0,79 (0,63-1,01) and 5,1 (4,2-6,2) 

mg/kg, with maximal inhibition of the 94, 84 and 92 %, respectively, in relation to the 

group control, for compounds I, III and V. The compounds were more efficacious than 

aspirin and paracetamol, two drugs used clinically as antinflammatory and analgesic. 

Regarding the antiviral activity, the dichlromethane fractions from the barks and leaves
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were active against the HIV-virus compared to control wells. Some extracts from barks 

and seeds showed weak effect against the pathogenic ftingi Epidermophyton 

floccosum.

The results suggest that different compounds, such as hidrocarbons, sterols, 

terpenes and flavonoids seem to be responsible, at least partially, for the considerable 

biological effects of A. moluccana, justifmg its wide use in folk medicine.
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Introdução

1. INTRODUÇÃO

1.1. Plantas medicinais: Aspectos gerais

É notório 'o  crescimento de estudos científicos relacionados às plantas 

medicinais. Estas são importantes fontes naturais de medicamentos, as quais tem 

servido ao longo dos anos de suporte para a obtenção de novos fitofármacos. São 

várias as substâncias naturais utilizadas na fabricação de medicamentos.

O mercado mundial de fitoterápicos, principalmente nos países desenvolvidos, 

vem crescendo gradativamente devido ao aprimoramento da tecnologia farmacêutica 

que contribui para um melhor controle de qualidade de fármacos baseados na moderna 

tecnologia de identificação, determinação e qualificação do compostos químicos 

obtidos das plantas medicinais e o que permitiu o uso de diversos fitoterápicos na 

clínica terapêutica como os compostos obtidos do Hypericum perforatum, sendo estes 

utilizados como antidepressivo, antiviral e antinfiamatório (UPTON et al., 1997). 

Outro fitoterápico de grande utilização na Europa e no Brasil é o extrato lipoesterólico 

da Serenoa repens, que tem demonstrado resultados promissores no tratamento da 

hiperplasia-benigna de próstata (LOBACCARO et ah, 1997).

Neste contexto, podemos ainda destacar a pilocarpina, a rutina, a morfina, a 

codeína, entre outros (CECHINEL FILHO et a l, 1995; CECHINEL & YUNES, 1998), 

substâncias estas isoladas há muito tempo e que ainda são usadas na preparação de 

fármacos. Um dos principais avanços relacionado às plantas medicinais foi a
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descoberta do diterpenóide taxol, um eficaz agente antícâncer, isolado de Taxus 

brevifolia, que hoje constitui grande esperança para indivíduos portadores de 

diferentes tipos de câncer, principalmente de ovários e pulmões (KINGSTON, 1991; 

HORWITZ, 1994; Para revisão, ver: CORRÊA, 1995).

É importante salientar o papel fimdamental das informações populares sobre o 

uso terapêutico das plantas, cuja recomendação popular pode levar aos estudos 

químicos e farmacológicos que poderão proporcionar a descoberta de novos 

fitoterápicos (MATOS, 1990; CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Para a obtenção de compostos farmacologicamente ativos, as plantas 

representam uma importante “ferramenta”, já que a síntese de moléculas ativas a 

esmo, além de desgastante, pode levar anos de trabalho, ocasionando um grande 

dispêndio tanto de recursos humanos como materiais. Neste aspecto, se determinado 

extrato de plantas apresentar efeitos farmacológicos, obviamente algum(s) 

constituinte(s) químico poderá ser o responsável por tal efeito. Além disso, os 

compostos naturais podem servir como modelo para a síntese de derivados ou análogos 

mais potentes (HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991; Para revisão, ver: YUE- 

ZHONG, 1998).

O Brasil é um dos 14 países com grande biodiversidade, contendo mais de 10 % 

de todos os organismos descritos na terra. A grande quantidade de plantas que ainda 

não foram estudadas do ponto de vista químico, associado à moderna tecnologia de
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triagem biológica e técnicas modernas de isolamento e determinação estrutural tem 

levado aos estudos farmacêuticos e agroquímicos.

Uma vasta quantidade de espécies de plantas medicinais permanece ainda sem 

qualquer estudo químico ou biológico e representa um potencial econômico valioso. 

Uma estratégia para o desenvolvimento do Brasil na área de produtos naturais seria 

proteger e promover a exploração racional da sua biodiversidade, como uma fonte de 

novas substâncias de utilidade para a espécie humana. O investimento na descoberta de 

novas drogas advindas de produtos naturais levaram a um grande sucesso na medicina 

incluindo muitos antibióticos, agentes anticâncer, os imunossupressores, e 

antiparasitários (HARVEY &WATERMAN, 1998).

Os programas de avaliação de produtos naturais têm-se voltado à área de 

antiinfecciosos, antitumorais e principalmente antivirais, voltado para atividade anti- 

HIV (Para revisão, ver: YUE-ZHONG, 1998). O vírus da imunodeficiência humana é 

o agente causador da Síndrome da hnunodeficiência Adquirida (AIDS), o qual é um 

dos problemas mais sérios de saúde do mundo, principalmente no Brasil, onde leva a 

um quadro de várias infecções oportunistas pela baixo fator de imunidade em que o ser 

infectado se encontra. Vários compostos incluindo substâncias derivadas de plantas, 

tem sido avaliado por seus efeitos inibitórios na replicação do HIV in vitro (Para 

revisão, ver: VLIETINCK etal., 1998).
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Outro foco de interesse relativo aos produtos naturais consiste na busca de 

novos fármacos analgésicos, principalmente devido aos efeitos adversos dos potentes 

analgésicos disponíveis (Para revisão, ver: CALIXTO et al.; 1998).

Dentro de um programa de obtenção de moléculas farmacologicamente ativas a 

partir de produtos naturais, neste estudo optou-se pela investigação da planta Aleurites 

moluccana (Euphorbiaceae) conhecida popularmente pelo nome “Nogueira-da-hidia” 

ou “Nogueira-de-Iguape”. Esta planta é amplamente utilizada na medicina popular 

contra diversas enfermidades incluindo febre, dores, tumores, etc sendo 

abundantemente distribuída no litoral catarinense (CORREA, 1984; KLEIN, 1988; 

DUKE, 1991). Estudos desenvolvidos anteriormente indicaram que esta planta produz 

princípios ativos contra bactérias patogênicas (LOCHER et al., 1995), vírus-HIV 

(LOCHER et a l, 1996) e algesia induzida em camundongos (MEYRE-SILVA et al, 

1997; 1998), o que levou-nos a determinar os fitoconstituintes responsáveis por estes e 

outros possíveis efeitos.

Assim, tanto os extratos como os compostos puros obtidos das folhas e das 

cascas de A. moluccana foram inicialmente testados como analgésicos no modelo de 

contorções abdominais induzidas por ácido acético (0 ,6 %), em camundongos, cujos 

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

Várias pesquisas estão sendo realizadas em nossos laboratórios e em 

conjunto com pesquisadores da área biológica e tem gerado resultados bastante 

relevantes. Um importante exemplo seria o efeito analgésico da Croton urucurana, 

onde foram isolados a catequina e galocatequina, os quais exercem significativos 

efeitos analgésicos em camundongos. Seu efeito se deve a uma associação de vários 

fitoconstituintes como campesterol, estigmasterol, p-sitosterol, ácido acetil 

aleuritólico, glicosídeo do P-sitosterol, além dos anteriormente citados (PERES et a l,

1998). A Bauhinia splendens HBK (Leguminosae), uma planta nativa empregada para 

combater diversas patologias, principalmente para processos infecciosos, apresentou 

princípios ativos que exercem ação analgésica, não envolvendo receptores opióides 

(WILLIAN FILHO et al, 1997). A análise fitoquímica indicou a presença de rutina, 

quercetina e uma mistura complexa de taninos (SANTOS et al., 1995a; CALIXTO et 

al, 1998). Os estudos desenvolvidos com a Wedelia paludosa D. C. (Compositae), 

planta ornamental conhecida como margaridão ou pingo-de-ouro, possibilitaram a 

identificação da luteolina, ácido carenóico e uma nova lactona denominada 

paludolactona, além de um flavonóide, a chalcona coreopsina (BLOCK et al., 1998 a;

1998 b). A avaliação fitoquímica realizada com a Rheedia gardneriana Pl. Tr. 

(Guttiferae), conhecida como bacopari, revelou a presença de 4 bifiavonóides como a 

volkensifiavone, fukugetina ou morellofiavona, fukugesida e GB-2a, apresentaram 

considerável efeito analgésico (LUZZI et a l, 1997). A Epidendrum mosenii Rchb. F.
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(Orchidaceae), “orquídea-da-praia”, apresentou excelente efeito analgésico e após 

análise fitoquímica isolou-se os triterpenos folidotina e 24-metileno-cicloartanol 

(FLORIANI et a l, 1998). Outra planta estudada foi a Sebastiana schottiana Muell. 

Arg. (Euphorbiacae), conhecida como quebra-pedra que demonstrou possuir ação 

antiespasmódica relacionado à presença de xantoxilina (CALIXTO et al., 1990). Os 

estudos fitoquímicos indicaram a presença de glutinol e moretenona (GAERTNER et 

al, 1999). Os estudos realizados com a Rubm imperialis Chum. Schl. (Rosaceae), 

amora-branca, utilizada para diabetes e enfermidades relacionadas à dor, 

proporcionaram o isolamento do triterpeno Niga-ichigoside Fl, o qual apresentou 

potente atividade analgésica em camundongos (BUSATO et a l, 1999; NIERO et a l, 

1999).

Estes promissores resultados obtidos com plantas que ocorrem no Estado de 

Santa Catarina servem de modelo e de incentivo para novas pesquisas orientadas para 

o desenvolvimento de novos e importantes fitofármacos.

1.3. Fitofármacos e fitoterápicos X fármacos

A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo 

gradativamente. A busca por moléculas com atividade/seletividade, que superem os 

fenômenos de resistência, efeitos secundários ou tóxicos, tem levado à pesquisa de 

novas drogas a partir de plantas medicinais, apesar do elevado nível de 

desenvolvimento da Química Médica, que soma a área de síntese, bioquímica com o
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estudo das alterações metabólicas, descobrimentos de alvos moleculares, associados à 

contribuições da Físico-Química Orgânica e Biologia Molecular (PEDROSA et a l,

1999). Existem algumas vantagens que justificam o uso dos fitoterápicos 

(compreendido como extratos vegetais, ou seja, de uma mistura de vários compostos, 

química e farmacologicamente quantificados) e fitofármacos (molécula pura, isolada 

de plantas) como seus efeitos sinérgicos, onde as plantas apresentam vários compostos 

com efeitos similares. Um exemplo seria o efeito analgésico da Croton urucurana, 

onde seus compostos isolados separadamente exercem menos efeitos do que a própria 

fração com os compostos associados (PERES et a l, 1998). Outra seria a associação de 

mecanismos por compostos agindo em alvos moleculares diferentes, uma vez que os 

compostos ativos apresentam-se em concentração reduzidas nas plantas, possuindo 

menos riscos de efeitos colaterais, além do desenvolvimento de um novo fitoterápico 

exigir um custo menor do que a de um farmaco. Neste contexto, podemos ainda 

salientar que os estudos fitoquímicos de algumas plantas permitiram um grande avanço 

na busca de novos fármacos, fornecendo moléculas promissoras para o 

desenvolvimento de fármacos mais eficientes, com modos de ação definidos, alta 

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

2.1. Objetivos gerais

Obter novas moléculas ativas a partir da plantai, moluccana, através de 

estudos fitoquímicos e farmacológicos ou microbiológicos.

7 2 Objetivos específicos

1) Avaliar, através de procedimentos cromatográficos (CCD), os extratos brutos 

e semipurificados de A. moluccana visando determinar as principais classes de

compostos presentes nesta planta.

2) Obter extratos, fi-ações semipurificadas e produtos puros, para a realização de 

testes farmacológicos ou microbiológicos no intuito de verificar seus possíveis efeitos

em diferentes modelos experimentais.

3) Proceder o isolamento, purificação e identificação dos constituintes naturais

ativos utilizando procedimentos cromatográficos convencionais (CCD, CC, CG, etc), 

além de dados espectroscópicos usuais (IV, RMN-^H e ” C, EM).

4) Comparar o efeito analgésico dos compostos isolados da A. moluccana com

alguns fármacos usados na clínica.
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA DO GÊNERO Aleurites

3.1 ■ Características taxonômicas

A família Euphorbiaceae compreende um grande número de gêneros, (~ 300) e 

numerosas espécies (~ 8000) (MEYRE-SILVA et al., 1997; VILLALOBOS & 

CASTELLANOS, 1992). Incluem espécies predominantemente tropicais; porém 

também amplamente distribuídas em zonas temperadas (VILLALOBOS &

CASTELLANOS, 1992).

Dentre os vários gêneros pertencentes às Euphorbiaceae, podem ser citados 

como os de maior importância, devido a sua diversidade, aplicação e interesse 

econômico: Euphorbia, Croton, Phyllanthus, Jatropa, Sapium, Ricinus, Aleurites 

(VILLALOBOS «& CASTELLANOS, 1992; GNECCO et al.,\996).

O gênero Aleurites subdivide-se em A. trisperma, A. cordata, as quais nada tem 

sido relatado quanto à estudos químicos e biológicos, A. montana, onde foi isolado 

das cascas o friedelin, p-sitosterol, ácido betulínico e o ácido aleuritólico (MISRA & 

KHASTGIR, 1970). Extraíu-se das sementes um óleo de grande interesse econômico 

(VILLALOBOS & CASTELLANOS, 1992). Existe ainda a espécie fordii, com 

importância econômica devido ao óleo de tungue (CRUZ, 1964; CORREA, 1984, 

VILLALOBOS & CASTELLANOS, 1992), indicado na fabricação de vernizes. Com 

relação a estudos químicos, foi isolado desta espécie a 5 ,6 ,7 -trimetoxi cumarina, um 

novo cumarinolignóide, denominado aleuritin (FOZDAR et al., 1989), e alguns taninos
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com aleurinins A, B, e C, corilagin, geraniin e ácido chebulagico (NONAKA et a l, 

1990). Têm-se ainda o. A. moluccana, abordada neste estudo.

A A. moluccana L. (Willd.) (fig. 1), pertence à família Euphorbiaceae, sendo 

uma árvore exótica, natural da Lidonésia, largamente cultivada no Estado de Santa 

Catarina. É relativamente grande, folhas longo-pecioladas, com revestimento estrelado- 

tomentoso curto, quase farinoso-ferrugíneo, mais tarde glabras, simples ou 3-5-7- 

lobuladas, até 2 0 cm de comprimento, pecíolo e nervuras com indumento persistente; 

flores em regra monóicas, raramente dióicas, floresce de novembro até abril no Estado 

de Santa Catarina, alvas, pequenas e numerosas, pétalas nas flores masculinas lânceo- 

ovaladas e nas femininas linguiformes, em ambas com 7-9 mm de comprimento; frutos 

por fora camosos, glabros e de ápice aguçados, de 5-6 cm de diâmetro; possui de 1 a 2 

sementes, globular-comprimidas; as amêndoas contém aproximadamente 60% de óleo 

graxo (fig. 2) (CORRÊA, 1984; DUKE, 1991; VILLALOBOS & CASTELLANO,

1992).
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Figura 1. A. moluccana (Euphorbiaceae).
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Aleurites moluccana (EUPHORHIACliAE^

Figura 2.
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3.2. Uso medicinal

A A. moluccana é uma planta medicinal ocorrendo em várias regiões do Brasil, 

introduzida da índia e aclimatada desde São Paulo até o Rio Grande do Sul, conhecida 

popularmente como “Nogueira-de-Iguape”, “Nogueira-da-índia” ou simplesmente 

“Nogueira”; sendo utilizada na medicina popular para o tratamento de diversas 

patologias, tais como: febre, inflamações, asma, conjuntivite, hepatite, dores de 

cabeça, úlceras, diarréia, gonorréia e também utilizada como antitumoral, estimulante 

laxativo e sudorífero e antireumático (CORREA, 1984; DUKE, 1991; VILLALOBOS 

& CASTELLANOS, 1992; LOCHER et a l, 1995; HOPE et a l, 1993).

Além do amplo uso medicinal desta planta, seu óleo extraído das amêndoas é 

empregado na fabricação de verniz, sabão e velas. Também é empregado na 

composição de um unguento anti-reumático. As cascas são usadas para o curtume 

(CORRÊA, 1984; DUKE, 1991).

3.3. Estudos fitoquímicos e farmacológicos anteriores

Estudos fitoquímicos anteriores demonstraram o isolamento e identificação de 

vários metabólitos secundários, como o triterpeno moretenone, moretenol, a-amirina 

(folhas) e p-sitosterol (folhas e caule) (HUI & HO, 1968) (fig. 2). Um novo 

cumarinolignóide foi isolado das cascas e denominado moluccanim (SHAMSUDDIN 

et a l, 1988) (fig. 3 ) e da noz obtêve-se um óleo, chamado kukui, que exibiu um alto 

perfil tóxico contendo uma elevada concentração de linoleico e ácido linoleico, e tem
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sido utilizado como produto para formulações cosméticas destinadas a indivíduos

propensos a acnes (KLEESÍ, 1988).

Estudos recentes indicaram que vários extratos de A. moluccana apresentaram 

atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa 

(LOCHER et al., 1995). Os extratos aquoso e metanólico obtido das hastes e do 

extrato acetonitrilo das cascas apresentaram atividade contra as bactérias citadas 

acima, sendo que o extrato metanólico e aquoso obtido das cascas de A. moluccana 

apresentaram somente atividade contra Staphylococcus aureus. O extrato metanólico 

obtido das folhas apresentou importante atividade contra Streptococcus pyogeneses 

(LOCHER et a l, 1995). A atividade antibacteriana seletiva contra Staphylococcus e 

Peudomonas sugerem que esta planta pode ser usada para aplicação tópica na cura de 

feridas. No entanto, os extratos obtidos desta planta não foram efetivos contra herpes 

simples e Candida albicans (LOCHER et al., 1995; LOCHER et al., 1996). Alguns 

extratos, testados para a avaliação da atividade antiviral contra vírus da 

Imunodeficiência Adquirida (HIV), exibiram moderada atividade (LOCHER et al.,

1996).

Não foram encontrados dados na literatura especializada referente aos efeitos 

farmacológicos desta planta. No entanto, estudos preliminares realizados em nossos 

laboratórios com o extrato bruto d e^ . moluccana indicaram que o mesmo exerce 

potente ação analgésica em diferentes modelos experimentais de dor em camundongos 

(MEYRE-SILVA et a l, 1996 a, b, 1997).
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HOH2C

Moretenone Moluccanin

HO'

CH3

p-Sitosterol a-amirma

Figura 3. Compostos isolados anteriormente da planta A. moluccana.
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4. METODOLOGIA

4. L Material vegetal

A planta em estudo {Aleurites moluccana L. (Willd.), família Euphorbiaceae, 

foi classificada e identificada pelo Prof Dr. Ademir Reis (Departamento de 

Botânica/UFSC), cuja excicata encontra-se depositada no Herbarium Barbosa 

Rodrigues (HBR), na cidade de Itajaí, registrada sob o código VCFilho 001.

As folhas e as cascas para a análise fitoquímica foram coletadas no município 

de Itajaí, nos meses de fevereiro/1996 e julho/l996, respectivamente. Para continuação 

da análise fitoquímica e avaliação da atividade analgésica, antimicrobiana, e antiviral, 

as folhas e cascas foram coletadas no mês de novembro/1996. As folhas, flores, cascas, 

raízes, caules e sementes, para a avaliação antiíungica, foram coletadas no município 

de Itajaí-SC, no mês de abril/l998. Os materiais vegetais foram submetidos à secagem 

à temperatura ambiente e devidamente armazenados para a realização do presente 

estudo.

4.2. Animais

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

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

UNIVALI, Itajaí-SC.
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4.3. Análise fitoquímica

A partir das folhas da planta seca à temperatura ambiente e cortadas em 

pequenos pedaços foram obtidos dois diferentes extratos, hidroalcóolico e etanólico, 

para análise farmacológica e fitoquímica, respectivamente.

O extrato hidroalcóolico foi obtido pela extração com etanol 50%, através de 

maceração -à temperatura ambiente por cerca de 10 dias. O extrato foi então 

concentrado sob pressão reduzida e estocado a - 20 “ C. Esse extrato foi dissolvido em 

uma solução de NaCl 0,9% para a realização dos testes.

O extrato etanólico foi preparado como descrito acima (600 g folhas). Porém, 

tal extrato, após concentrado, foi submetido a sucessivas partições com hexano, 

diclorometano (CH2CI2), acetato de etila (AcOEt) e butanol, respectivamente 

CECHINEL FILHO et al.; 1998). A figura 4 demonstra os procedimentos 

mencionados. O extrato hexânico (16.0 g) foi submetido à métodos cromatográficos, 

previamente descritos (COLLINS & BRAGA, 1988; MATOS, 1988), como 

cromatografia de adsorção em coluna de sílica gel, eluída com hexano.AcOEt, com 

aumento gradativo de polaridade. Após monitoramento por cromatografia em camada 

delgada (CCD), as fi-ações similares foram combinadas e recromatografadas como no 

caso anterior, obtendo-se três substâncias puras por CCD, as quais foram denominadas 

inicialmente como I (30 mg), II (80 mg) e III (710 mg).

Os sólidos II e III mostraram reação positiva com anisaldeído sulfiírico e outros 

reagentes, os quais apresentaram uma mancha única em CCD, no sistema eluente
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Hexano:AcOEt 70:30. Os dados espectrais (IV, RMN-^H e e o uso de Co-CCD, 

cromatografia gasosa de alta resolução (CGAR) ou CGAR/EM com co-injeção com 

amostras autênticas, permitiram-nos concluir que o sólido I é o «-hentriacontano, 

enquanto que o sólido II é uma mistura de fitoesteróides contendo p-sitosterol (78,39 

%), estigmasterol (16,35 %), campesterol (3,77 %) e um esterol não identificado (1,49 

%). O sólido III foi identificado como uma mistura de triterpenos, a-amirina (48,93 %) 

e P-amirina (51,07 %); dados de cromatografia gasosa encontra-se na discussão. Todos 

os dados espectrais e Co-CCD confirmam tratar-se das amirinas, os quais foram 

idênticos aos reportados na literatura (SEO et al., 1975; CHANDLER et a/.,1982).

Os constituintes presentes nas frações de AcOEt e butanol foram analisados por 

CCD, de acordo com a metodologia descrita anteriormente (MARINI-BETTOLO et 

al, 1981; UGAZ, 1994). Essas duas frações mostraram um perfil cromatográfico 

similar ao verificado por CCD e foram então agrupados. Esse material (3,38 g) foi 

cromatografado em coluna de silica gel (75 g), eluída gradativamente com 

CHCl3:MeOH. A eluição com CHCl3:MeOH 1:1 rendeu um sólido amarelo (80 mg), 

identificado como um fiavonóide glicosilado, 6-(5-D-glucopiranosil-5-hidroxi-2 (4- 

hidroxifenil-)-7-methoxi-4H-l-benzopiran-4-ona (swertisina) (IV). O dados espectrais, 

especialmente RMN-^H e ^̂ C, foram idênticos ao relatado na literatura (KOMATSU et 

al, 1967; AGRAWAL & BANSAL, 1989, KALDAS et al, 1975, DOS SANTOS et 

al, 1996). Eluição com metanol permitiu o isolamento de um outro composto fenólico 

e afravés de uma purificação utilizando coluna de sephadex LH-20, eluída com
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Me0 H:H2 0  70:30 (100 ml), o flavonóide (V) foi obtido e designado de 2”-0- 

ramnosilswertisina e sua estrutura confirmada por dados espectroscópicos (IV, RMN- 

*H e FAB-EM) e por comparação com dados da literatura (SHIRANE et al., 1982; 

HILSENBECK & MABRY, 1990; WILLIAMS et a l, 1994). Embora tais compostos 

tenham sido isolados de outras plantas, eles são produtos naturais raros, sendo esta a 

primeira descrição nesta família (MEYRE-SILVA et al, 1997).

As cascas obtidas da A. moluccana (570 g) sofreram o mesmo procedimento de 

secagem das folhas, sendo as mesmas trituradas e submetidas à exfração com metanol, 

à temperatura ambiente, por cerca de 10 dias. Após a remoção do solvente, o exfrato 

foi concentrado sob pressão reduzida e sucessivamente particionado com hexano, 

CH2CI2, AcOEt e butanol, respectivamente, para a obtenção dos exfratos semi-puros 

(fig. 5).

A fração de diclorometano (3,9 g) obtida das cascas foi cromatografada em 

coluna de sílica gel, eluída com hexano:AcOEt, com acréscimo gradativo de AcOEt. 

Após monitoramento por CCD; as frações similares foram juntadas e 

recromatografadas usando o mesmo procedimento, obtendo-se um sólido cristalino 

branco, identificado como ácido acetil aleuritólico (19 mg) (VI), após comparação 

direta com uma amosfra autêntica (Co-CCD, IV, RMN-*H e '^C) (PERES, 1997).
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Figura 4. Esquema da análise fitoquímica desenvolvido com as folhas de A. 

moluccana.
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Figura 5. Esquema da análise fitoquímica desenvolvido com as cascas da A. 

moluccana
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4.4. Análise Cromatográfica (Cromatografia Gasosa)

A A .\. Descrição das análises feitas por Cromatografia Gasosa (CG).

As análises por CG foram executadas em uma coluna capilar (30m) de fase ligada 

do tipo LM-l(polimetilsiloxano), hidrogênio como gás carreador (vazão cerca de 1-2 

ml/min., taxa de divisão de fluxo 40 ml/min.). A temperatura do injetor foi de 280 "C e 

a do detector 320°C. O período sem divisão de fluxo, quando utilizado, foi de Iminuto. 

As condições de análise foram: temperatura inicial de 100 ” C, temperatura final de 

290"C, a programação da temperatura foi de 40 - 240 “C, a 12 °C min  ̂ e de 240 - 

310” C a 5® C mm \  O tempo de isoterma final foi de 30minutos. O cromatógrafo a gás 

utilizado foi Shimadzu (modelo CG-14B). Os cromatogramas foram armazenados e em 

seguida processados com auxílio de um “software” da Microquímica.

4.5. Análise Espectroscópica

Os espectros de Infravermelho (IV) foram realizados no NIQF AR/UNI VALI, 

Itajaí-SC, usando um aparato BOMEM-100 com fransformada de Fourier (FT) e 

pastilha de KBr.

Os especfros de Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN-^H) e 

Ressonância Magnética Nuclear de Carbono (RMN-’̂ C) foram realizados na UFSC 

Florianópolis-SC, pelo Prof Dr. Miguel S. B. Caro e no Cenfro Chimica Recettori, 

CNR, Roma, Itália pelo Prof Dr. Franco Delle Monache, utilizando-se os seguintes
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aparatos, respectivamente: BRUCKER 200 MHz (RMN-^H) e 50 MHz (RMN- C), 

VARIAN XL 300 MHz (RMN-’H) e 75 MHz (RMN-’̂ C).

O espectro de FAB-EM MW 593 (Fast Atom Bombard-Espectrometria de 

Massas) foi realizado pelo Prof. Dr. Chihiro Ito, do Departament of Medicinal 

Chemistiy, Faculty of Pharmacy Tempaku, Yagotoyama, Japan.

4.6. Avaliação da atividade analgésica

4.6.1. Modelo das contorções abdominais induzidas pelo ácido acético 

0,6% em camundongos

Os camundongos foram mantidos sob temperatura e iluminação controlada, com 

ração e água “ad libitum”(água à vontade). A resposta nociceptiva foi induzida 

utilizando-se o teste de contorções com ácido acético (0 , 6  %, via intraperitoneal), que 

promove contorções no músculo abdominal (COLLIER et al., 1968; SANTOS et al., 

1995).

Os animais foram pré-tratados com diferentes extratos ou compostos (3-60 

mg/kg), 30 min. antes da injeção do ácido acético. O grupo controle recebeu volume 

semelhante de NaCl (0,9 %) (10 ml/kg). Todos os experimentos foram realizados à 20- 

22°C. As contorções abdominais foram quantificadas durante 20 minutos. A atividade 

analgésica foi determinada tomando-se como base a inibição do número das 

contorções abdominais em relação ao grupo controle.
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4.6.2. Modelo de dor induzida pela formalina

Foram utilizados camundongos machos (25-30 g). 20 |al de formalina (2,5%) e 

salina foram injetados na região dorsal da pata posterior direita do animal, 

respectivamente. Logo após foi iniciada a observação da reação à dor, cronometrando- 

se o tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata durante 30 

minutos, considerando esse período como indicativo de dor. Duas fases de 

sensibilidade são observadas neste modelo; a primeira fase, que aparece nos primeiros 

5 min. após a injeção de formalina (dor neurogênica) e a segunda fase, que ocorre 

entre 15 e 30 min. após a formalina, representando a resposta tônica à dor, 

acompanhada de uma resposta inflamatória relacionada à liberação de mediadores 

químicos (HUNSKAAR et a l, 1987; WILLAIN FILHO et a l, 1997). Os animais 

foram pré-tratados por via i.p. com o extrato hidroalcóolico (EH) (3-60 mg/kg), obtido 

das folhas de A. moluccana, 30 min. antes da injeção de formalina. O grupo controle 

recebeu uma solução de NaCl (0,9 %, 10 ml/kg), utilizado para diluir o extrato. Ao 

final do tempo de observação, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 

e as patas posteriores pesadas em balança analítica para quantificação do edema. A 

diferença do peso da pata direita (injetada com formalina) e da pata esquerda (injetada 

com salina) corresponde ao volume do edema formado.
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4.7. Análise microbiológica

4.7.1. Investigação da atividade antibacteriana

Os extratos brutos das folhas e cascas de A. moluccana foram testados contra 

algumas bactérias patogênicas, incluindo Staphylococcus aureus (ATCC 6538, 

Instituto Adolpho Lutz, São Paulo, Brasil); Streptococcus pyogeneses, Klebsiella sp. e 

Escherichia coli (ambas adquiridas do Instituto de Tecnologia de Alimentos-ITAL,
r

Campinas, São Paulo, Brasil). O método utilizado foi o de Difusão Radial em Agar, 

conforme descrito anteriormente (BAUER et a l, 1966). Estes testes foram realizados 

no Núcleo de Investigações Químico-Farmacêuticas (NIQFAR)/UNIVALI, Itajaí-SC.

4.7.2. Atividade antifúngica - Determinação da Concentração Inibitória 

Mínima (CIM)

As frações metanólicas obtidas de diferentes partes da A. moluccana foram 

analisadas quanto ao possível potencial antifungico contra as seguintes espécies 

fúngicas: Cândida albicans ATCC 10231, Cryptococcus neoformans ATCC 32264, 

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Aspergillus flavus ATCC 9170, Aspergillus 

fumigatus ATCC 26934, Aspergillus niger ATCC 9029, Microsporum canis C 112, 

Trichophyton rubrum C 113, Epidermophyton floccosum C 114, Microsporum 

gypseum C 115 e Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972, através da determinação 

da Concenfração Inibitória Mínima (CIM), usando o método de diluição em ágar
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descrito anteriormente (ZACCHINO et al., 1998). Foi usado o ágar Sabouraud- 

chloranphenicol para dermatófitos e leveduras, sendo que as frações foram dissolvidas 

em DMSO ou água e a concentração final de DMSO não ulfrapassou de 2%. Usando 

uma micropipeta, os fimgos foram inoculados no ágar. O agente antifungico 

cloranfenicol foi incluído nos testes como controle positivo. Uma solução sem extrato 

foi usado como branco. As placas foram inoculadas por 24, 48 ou 72 h a 30"C para os 

fungos leveduriforme e 5 dias para os dermatófitos. A CIM foi definida como a 

concentração mais baixa que indica o não crescimento dos fiingos. Os testes foram 

realizados pela equipe da Profa. Dra. Susana Zacchino, da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas e Bioquímicas da Universidade Nacional de Rosário (Rosário- 

Argentina).

4.8. Análise da atividade antiviral confra o vírus HIV

Os exfratos metanólicos particionados das raízes, cascas, folhas e alguns

compostos isolados, incluindo a  e (5-amirina, swertisina e w-henfriacontano obtidos da 

A. moluccana, foram submetidos à investigação da atividade antiviral pela avaliação da 

morte de células e efeito citopático virai, após a indução da doença (AIDS) e 

administração dos extratos e compostos, como previamente descrito (PAUWELS et a l, 

1987). Estes testes foram relizados no Departement Farmaceutische Wetenschappen, 

Laboratory of Pharmacognosy and Phytochemistry, sob orientação do Prof Dr. A. J. 

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

Para investigação da atividade analgésica da A. moluccana, inicialmente foi 

preparado o extrato hidroalcóolico (EH) das folhas utilizando-se os métodos 

convencionais. Como pode ser observado na figura 6 , tal extrato, quando administrado 

intraperitonealmente (3-60 mg/kg) exibiu significativa inibição de forma dose- 

dependente da nocicepção induzida pelo ácido acético em camundongos. A DI50 

calculada foi de 9,5 (5,9-15,4) mg/kg com inibição máxima de 8 8  ± 4%. Esses 

promissores resultados estimularam a realização de uma investigação mais detalhada 

desta planta, visando o isolamento e identificação dos fitoconstituintes responsáveis 

pelos efeitos farmacológicos indicados (MEYRE-SILVA et ah, 1996 a, b, 1997, 1998 

a,b).

Assim, foi obtido o extrato etanólico das folhas de A. moluccana, o qual foi 

sucessivamente particionado com solventes de polaridade crescente como hexano, 

diclorometano, acetato de etila e butanol, respectivamente. Considerando que a fi*ação 

solúvel em hexano foi obtida com alto rendimento (Tabela 1), aproximadamente 

quinze vezes maior que todas as outras fi-ações, bem como exibiu uma atividade 

analgésica significativa (resultados não apresentados), esta foi selecionada para análise 

fitoquímica.

Tal fi-ação foi cromatografada em coluna de sílica gel (Merck), eluída com 

Hexano;AcOEt, com aumento gradativo de AcOEt. Após os procedimentos usuais (ver
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Figura 6. Efeitos do extrato hidroalcóolico obtido das folhas de A. moluccana 

administrado intraperitonealmente sobre as contorções abdominais 

induzidas pela administração de ácido acético em camundongos. As 

colunas representam os valores da média ± E.P.M. de 6 - 8  animais. Difere 

significativamente do grupo controle (C).

Tabela 1. Rendimento dos extratos e frações, em relação ao peso seco do material 

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

Partes da planta Rendimento (%) dos extratos e frações

EtOH MeOH Hexano 

Folhas 0,04 ND 0,025

Cascas ND 0,0008 ND

DCM AcOEt + BuOH 

0,001 5,62 . 10'̂

0,0013 ND

ND = Não Determinado
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parte experimental), três sólidos brancos foram obtidos e denominados inicialmente 

como I, II e III, cuja pureza foi verificada por cromatografia em camada delgada 

(CCD) (COLLINS & BRAGA, 1988; UGAZ, 1994; MARINI-BETTÓLO et a l, 1981).

Os dados espectroscópicos (IV, RMN-^H) do sólido I, indicaram somente a 

presença de ligações de hidrocarboneto (C-H), e o uso de CG/EM confirmou um 

hidrocarboneto saturado, identificado como n-hentriacontano, com ponto de fusão 

67,8°C (I), o qual é um alcano bastante conhecido presente em diversas plantas da 

família Euphorbiaceae, particularmente nas espécies de Euphorbia, Colliguaja e 

Argytamnia (GNECCO et a l, 1996). Além disso, recentemente tem sido reportado 

importante atividade anti-tumoral a baixas concentrações (TAKAHASHI et a l, 1995).

Os sólidos II e III apresentaram reação positiva para os reagentes anisaldeído 

sulíurico e com o Liebermann-Burchard, sugerindo serem esteróis ou terpenos 

(MARINI-BETTÓLO et a l, 1981; UGAZ, 1994). Análises espectrais adicionais, 

especialmente RMN-^^C, indicaram que o composto II apresentava pelo menos dois 

compostos diferentes. Através de técnicas de CGAR ou CGAR/EM, com co-injeção de 

amostra autêntica, podemos constatar que a mistura continha principalmente |3- 

sitosterol, estigmasterol e campesterol. Além disso, seu ponto de fiisão 136 °C e os 

dados espectrais foram idênticos àqueles relatados anteriormente (PERES, 1997a, 

NIERO, 1993). Embora estes fitoesteróis sejam substâncias comumente presentes em 

várias plantas (HOOPER & CHANDLER, 1984), foi recentemente demonstrado pela 

primeira vez suas propriedades analgésicas em vários modelos de dor em
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camundongos (NIERO et al, 1996; SANTOS et a l, 1995b). Além disso, o p-sitosterol 

vem adquirindo grande importância na produção de drogas esteroidais, como 

hormônios, graças ao considerável grau de aceitabilidade do material bruto inicial 

(KOVGANKO & KASHKAN, 1994). Estes compostos, bem como taninos e 

flavonóides, parecem ser responsáveis pelo efeito analgésico de outras plantas da 

família Euphorbiaceae, particularmente de plantas pertencentes ao gênero Phyllanthus 

(SANTOS et a l, 1994, 1995; MIGUEL et a l, 1995, 1996; CECHINEL-FILHO et a l, 

1996; Para revisão, ver: CALIXTO et a l, 1998). Outros estudos tem demonstrado que 

tais fitoesteróis, além da ação antinociceptiva, exercem potente ação 

antiedematogênica em ratos, sendo seu efeito comparável com a hidrocortisona 

(corticóide) e fenilbutazona (antiinflamatório não esteroidal) (HANDA et al; 1992; 

RECIO e ta l, 1995).

Estudos recentes tem demonstrado que o P-sitosterol e alguns análogos são 

efetivos no tratamento de Hiperplasia Benigna de Próstata (LOWE & KU, 1996).

Os dados espectroscópicos (IV, RMN-^H, e EM), ponto de fusão 156-158 

"C do composto III, foram compatíveis com aqueles de a  e P-amirina, dois triterpenos 

conhecidos que exercem ação antiinflamatória (GUPTA et al, 1971; LOGGIA et a l, 

1994; RECIO et a l, 1995), cujos dados espectrais estão de acordo com os da literatura 

(SEO et a l, 1975; CHANDLER et a l, 1982). O uso de CGAR, com co-injeção de 

amostra autêntica, indicou quantidade similar de ambos compostos (aproximadamente 

1:1), este dado cromatográfico encontra-se na figura 7.
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Figura 7. Cromatografia Gasosa (CG) do a  e p-amirina, com co-injeção de amostra 

autêntica, de A. moluccana.
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Os extratos das folhas de A. moluccana particionado com AcOEt e butanol 

foram submetidos à cromatografia em camada delgada e como apresentaram similar 

perfil cromatográfico (CCD), foram reunidos. Usando reagentes específicos visando 

caracterizar as classes de compostos orgânicos presentes nestas fi-ações, foram 

utilizados alguns reativos específicos (MARINI-BETTÓLO et al, 1981; UGAZ, 

1994), onde evidenciou-se a ausência de alcalóides e a presença de compostos 

fenólicos, particularmente fiavonóides. Posteriormente, as frações de AcOEt/BuOH 

foram submetidas à cromatografia em coluna, onde foram isoladas duas substâncias 

fenólicas. Uma delas foi identificada como um fiavonóide glicosilado, 6-P-D- 

glucopiranosil-5-hidroxi-2-(4-hidroxifenil-)-7-methoxi-4H-1 -benzopiran-4-ona, deno

minado swertisina, com ponto de ftisão 242,6 ”C (IV). No espectro de IV (fig. 8) 

verifica-se a presença de bandas características de fiavonóides como em 3.393 cm * 

(OH), 1.654 cm‘‘ (C=0) e 1605 cm’̂  (C=C, Ar). Analisando o espectro de RMN-^H 

(fig. 9), observa-se seis prótons referentes aos anéis aromáticos: 7,8 ppm (2H, d, 

J=8,85 Hz, C-2’ e 6’-H), 6,9 ppm (2H, d, J= 8,82 Hz, C3’ e C5’-H), 6,71 ppm (IH, s, 

C8-H) e 6,63 ppm (IH, s, C3-H); um grupo metoxila a 3,94 ppm (3H, s, C7-OCHs), 

dois grupos hidroxilas aromáticos, um na posição 5 aparecendo em 3,305 ppm (IH, s) 

e outro na posição 4’ com 3,3004 ppm (IH, s) e em 4,4 ppm (IH, C-glicosil, Cl-H) e 

4,2 ppm (IH, C-glicosil, C3-H). No especfro de *^C-RMN (fig. 10) pode-se verificar 

os seguintes sinais (em ppm): 164,4 (C-2), 96 (C-3), 182,8-182,9 (C-4), 157,5 (C-5),

110,8 (C-6), 164,5 (C-7), 101,4 (C-8), 162,5 (C-9), 101,5 (C-10), 121,8 (C-1’), 128,7
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(C-2’e 6 ’), 116,8 (C-3’e 5’), 161,6 (C-4’) e em 55,9-56,3 (7 -OCH3), C-glicose: 72,4- 

72,1 (C-1), 80,9 (C-2), 74,6-74,3 (C-3), 71,4 (C-4), 83,2 (C-5) e 63,4-63,5 (C-6 ). Os 

dados obtidos estão de acordo com os da literatura para este composto (DOS SANTOS 

et al, 1996; KALDAS et a l, 1975). Após procedimentos convencionais de 

purificação, um outro composto, possuindo um Rf menor, portanto mais polar do que o 

swertisina, foi identificado como um flavonóide 2 ”-0 -ramnosilswertisina, com ponto 

de fusão 260,5 ”C (V). O espectro de IV (fig. 11) deste composto apresenta-se similar 

ao do swertisina, no espectro de RMN-*H (fig. 12), além dos prótons comuns à 

swertisina, observa-se o deslocamento químico do próton do grupo ramnosil à 5,1 ppm 

(IH, s) e 0,6-0,58 ppm (3H, d, J=6,0 Hz) do CH3 do grupo ramnosil, e na figura 13, 

contendo o espectro de *^C-RMN, verifica-se, além dos sinais encontrados para o 

swertisina, os sinais dos carbonos do grupo 2”-0-ramnosil: 100,4 ppm (C-1), 70,4- 

71,8 ppm (C-2, 3 e 4), 68,4 ppm (C-5) e 17,7-18,2 ppm (C-6 ) . Este composto foi 

submetido a análise de FAB-EM (figura 14), onde pode-se comprovar tal composto, 

juntamente com a hidrólise ácida, utilizando H2SO4 3%, que forneceu o swertisina 

como aglicona, e o açúcar componente do composto (V) foi identificado como L- 

ramnose por CCD com amostra autêntica. Os dados obtidos neste estudo condizem 

com os da literatura (SHIRANE et al, 1982; HILSENBECK & MABRY, 1990). 

Embora o swertisina e seu derivado tenham sido encontrados em outras plantas, eles 

são produtos naturais raros, não tendo sido anteriormente descritos para as plantas 

pertencentes à família Euphorbiaceae.
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Figura 8. Espectro de Infravermelho (IV) do swertisina, em pastilha de Kbr.
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MHz) do swertisina, em piridina.
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Figura 11. Espectro de Infravermelho (IV) do 2”-0-ramnosilswertisina, em pastilha de 

Kbr.
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Com relação aos compostos mencionados anteriormente, molucanim (SHAMSUDDIN 

et a l, 1988) e os triterpenos, moretenone e moretenol (HUI & HO, 1968), os quais 

foram isolados previamente da A. moluccana, não foram observados na presente 

investigação. Esse fato sugere que fatores ambientais podem estar influenciando na

produção destas substâncias na planta.

A partir do extrato metanólico das cascas de A. moluccana, particionado com 

solventes de polaridade crescente, obteve-se diferentes frações, enfre as quais, a fração 

de diclorometano, que foi submetida à análise por CCD, apresentando evidências sobre 

a presença de compostos de natureza terpênica diferentes dos encontrados nas folhas 

desta planta. Após o uso de procedimentos cromatográficos (CCD, CC), utilizando-se 

Hexano;Ac.Etila 95:5 como eluente, isolou-se um sólido cristalino branco com ponto 

de fusão 261-263 "C, identificado como ácido acetil aleuritólico (19 mg) (VI) 

(MEYRE-SILVA et a l, 1997). Os dados especfrais de IV, RMN-^H e C para este 

composto enconfram-se na figura 15, 16 e 17, respectivamente. O especfro de IV 

apresenta além das bandas características à vibrações de ligações C-C e C-H, 

estiramento de grupos OH (3400 cm )̂ e bandas em 1733,17 e 1687,27 cm , referentes 

à carbonila. Analisando o especfro de ^H-RMN (CDCI3, 200 MHz) (fig. 16), observa- 

se duplo dublete em 4,5 ppm referente à substituição do grupo acetil em C-3, em 5,5 

ppm caracteriza próton olefinico H-15. No especfro de *^C-RMN observa-se em 183 

ppm, sinal do grupamento ácido ligado ao C-17 (51 ppm), em 171 ppm referente a 

substituição do grupo éster em C-3 (81 ppm), 161 ppm caracteriza o grupo olefinico no
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C-14 do anel. Todos os dados estão de acordo com os da literatura para o ácido acetil 

aleuritólico (PERES, 1997). Tal composto, também foi isolado anteriormente em 

nossos laboratórios da planta Croton urucurana, o qual demonstrou apresentar 

importante efeito antimicrobiano contra diferentes bactérias patogênicas (PERES et a l, 

1997), considerável ação analgésica (SANTOS et a l, 1997; PERES et a l, 1998). 

Trabalhos realizados com outra espécie de Aleurites, A. montana, demonstraram o 

isolamento de um triterpeno denominado de ácido aleuritólico e algumas modificações 

sintéticas, foram feitas obtendo-se também o ácido acetil aleuritólico (MISRA &

KHASTGIR, 1970).

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

moluccana, em relação ao extrato etanólico das folhas e extrato metanólico das cascas.
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Figura 15. Espectro de Infravermelho (IV) do ácido acetil aleuritólico, em pastilha de 

Kbr.
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Figura 16. Espectro de Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN-^H) 

(200 MHz) do ácido acetil aleuritólico, em CDCI3.
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PPM

Figura 17. Espectro de Ressonância Magnética Nuclear de Carbono (RMN-^^C) (50 

MHz) do ácido acetil aleuritólico, em CDCI3.
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Tabela 2. Rendimento dos compostos isolados neste estudo, obtidos das folhas e 

cascas de A. moluccana.

Compostos isolados Rendimento (%) dos compostos isolados

w-hentriacontano® 9,98 . 10

P-sitosterol, estigmasterol e campesterof 3,33 . 10

a,P-amirina' 1,34 . 10'̂

,-4Swertisina“ 3,13 . 10

2 ”-0 -ramnosilswertisina“ 1,08 . 1 0

Ácido acetil aleuritólico*’ 1,35 . 10"̂

“ Em relação ao extrato etanólico das folhas 

Em relação ao extrato metanólico das cascas

Os compostos isolados neste estudo da plantai, moluccana estão apresentados 

a seguir.

CH3(CH2)29CH3

( I )
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P-Sitosterol

Estigmasterol Campesterol

(II)
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a-Amirina p-Amirina

(III)

R=H

(IV)
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R= Ramnosil

(V )

coot
28

24  23

( VI )
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Com intuito de investigar se o «-hentriacontano, a mistura de triterpenos, o 

swertisina e 2 ”-0 -ramnosilswertisina, contribuem para a atividade analgésica 

encontrada para os extratos de A. moluccana, estes foram avaliados através do teste de 

contorções abdominais induzidas pela injeção de ácido acético em camundongos 

(figura 18). Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstram as DI50 para estes 

compostos, exceto para swertisina, que foi inativo, foram inferiores a 10 mg/Kg. As 

inibições máximas das contorções abdominais observadas foram 95 ± 5, 84 ± 3%, 92 ±

4 , para o «-hentriacontano, triterpenos e 2 ”-(9 -ramnosilswertisina, respectivamente 

(MEYRE-SILVA et a l, 1998 a, b). Por outro lado, a aspirina e o paracetamol (drogas 

analgésicas e antiinflamatórias não-esteroidais, usadas para efeito de comparação), 

ádministradas intraperitonealmente na mesma dose, tiveram valores de DI50 de 24 (13- 

44) e 19 (16-23) mg/kg, com inibição máxima de 35 + 2 e 38 ± 1%, respectivamente 

(CECHINEL-FILHO et a l, 1995; SANTOS et al,. 1995b). Esses resultados sugerem 

que o w-hentriacontano, os triterpenos e o 2 ”-0 -ramnosilswertisina foram mais 

eficazes que os fármacos de referência utilizados, justificando, ao menos em parte, que 

esses compostos podem estar contribuindo para a importante atividade analgésica 

apresentada pelos extratos hidroalcoólico e hexânico obtidos das folhas de A. 

moluccana. Além disso, a diferença enconti-ada para os dois flavonóides, sugere que o 

grupo ramnosil é importante para a atividade antinociceptiva (MEYRE-SILVA et a l, 

1999).
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3,0 10,0 30,0 
Swertisin (mg/l«g, i.p.)

Dl5o= 5,1 (4^-6^) mg/kg 
IM= 92 ± 4%

C  1.0 3,0 10,0 30,0 
2"-0 -Rairaiosilswertisin (mg/Kg, i4>.)

SO-i Dl5«= 0,79 (0,63-1,01) mg/kg 
IM =84±3%

50n

X

C 0,1 04  1,0 3,0 10,0 
a,p-Amiiina(nng/l(g, i.p.)

DIso= 0,0X6 (0,012-0,017) mg/kg 
IM= 95 ±5 %

C 0,001 0,003 0.01 0,03 0,1 
n-hentriacontano (mg/kg, i.p.)

DI50-  24 (13-44) mg/kg 
IM=3S±2%

C 10,0 30,0 100,0 
Aspirina (mg/lQ, Lp.)

Figura 18 . Efeito antinociceptivo causado pelo swertisina, 2”-0-ramnosil swertisina,

a,P-amirina, «-hentriacontano, isolados das folhas da A. moluccana e a 

aspirina, droga utilizada na clínica, administrado via intraperitoneal em 

relação às contorções abdominais induzidas pelo ácido acético em 

camundongos. Cada grupo representa a média de 8-12 animais e as barras 

verticais os E.P.M.
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Tabela 3: Efeitos dos compostos isolados das folhas de A. moluccana, aspirina e para

cetamol administrados intraperitonealmente na dose de 10 mg/kg sob às 

contorções abdominais induzidas pela administração de ácido acético em 

camundongos.

Compostos DIso (mg/kg) Inibição (%)

w-hentriacontano 0,016 (0,012-0,017) 94 ± 6

a  e P-amirina 0,79 (0,63-1,01) 84 ±3

* P-sitosterol 9 (3,5-23,2) 54 ± 2

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

Swertisina I I

2”-0-ramnosilswertisina 5,1 (4,2-6,2) 92 + 4

Aspirina 24 (13-44) 35 + 2

Paracetamol 19 (16-23) 38 ± 1

I = Inativo (não inibiu as contorções abdominais) 

* (NIERO, 1993; SANTOS e ta l, 1995b).

Os resultados apresentados na figura 19 demonstram que o extrato 

hidroalcóolico (EH), obtido das folhas, administradas por via mtraperitoneal (3-10
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mg/kg), causou inibição dose-dependente sobre ambas as fases da dor induzida pela 

formalina, sendo, contudo, mais efetivo em relação à segunda fase desse modelo, 

relacionado à fase inflamatória da dor. A DI50 calculada para a segunda fase foi de 

18,4 (12,2-27,7) mg/kg com inibição máxima de 69,0 ± 10%.

o  80 ><
í?
UJ
E.  40.
O a  2 
UJ

3 10 30 60 
A . molyecana (mg/kg, Lp.)

S "
SK 
•  100

o0.s
UI

B

p  3 10 30 60 
A . moluccanm (m ^ g . Lp.)

Figura 19. Efeito antinociceptivo causado pelo EH da^. moluccana administrado pela 

via intraperitoneal em relação à primeira fase (A) e à segunda fase (B) da 

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

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

controle, *?<0,05, **P<0,01.
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O extrato etanólico das folhas e o extrato metanólico das cascas da A. 

moluccana foram submetidos à avaliação da atividade antimicrobiana pelo Método de 

Difiisão em Ágar, através da técnica anteriormente descrita (BAUER et a l, 1996), 

contra bactérias Gram (+) {Streptococcus pyogeneses e Staphylococcus aureus) e para 

Gram (-) {Klebsiella sp e Escherichia coli). Os extratos não apresentaram inibição 

significativa para tais bactérias, sendo que esses resultados diferem, em parte, dos 

obtidos anteriormente com o extrato metanólico das cascas, o qual demonstram 

considerável efeito antimicrobiano contra Staphylococcus aureus (LOCHER et al, 

1995). Provavelmente, essa diferença de resultados deve-se principalmente a fatores 

ambientais que de alguma forma podem estar alterando a composição química desta 

planta.

Os resultados da investigação antiíungica realizada com as frações obtidas das 

diferentes partes da A. moluccana, demonsfraram que os mesmos são pouco ativos no 

modelo testado. Somente o extrato metanólico das cascas e das sementes foram ativos 

confra Epidermophyton floccosum. Com relação à avaliação da atividade antiviral para 

esta planta, somente a fração de diclorometano das cascas e folhas foram ativas no 

modelo, demonstrando uma boa atividade confra o vírus HIV-2 quando comparado a 

estudos realizados anteriormente com esta e oufras plantas, onde os autores 

consideraram efetivos os exfratos os quais apresentaram para a concenfração efetiva 

50% de 2,3 e 1,7 |xg/ml com completa proteção celular (100%) confra HlV-induzido 

comparado ao grupo confrole (LOCHER et a l, 1996). Os resultados obtidos para o
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extrato das cascas de A. moluccana foram de 0,89 ng/ml de CE 50% , tendo proteção 

de 58 % e o extrato das folhas, particionado também com diclorometano de 3 M̂g/ml 

com proteção celular de 93 %.

Finalmente, os resultados obtidos indicam que a A. moluccana apresenta 

constituintes químicos com relevante ação farmacológica, especialmente analgésica, 

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



Conclusões

6. CONCLUSÕES

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que:

1- Os extratos e frações obtidos das folhas de A. moluccana exercem importantes 

efeitos analgésicos em camundongos.

2- As ações analgésicas parecem estar relacionadas, em grande parte, com a 

presença de diferentes substâncias, como o hidrocarboneto w-hentriacontano, os 

esteróides P-sitosterol e estigmasterol, os triterpenos a  e P-amirina e o 

flavonóide 2”-0-ramnosilswertisina.

3- Os exfratos e compostos obtidos das folhas da A. moluccana, exceto o 

flavonóide swertisina, foram mais potentes e eficazes do que a aspirina e o 

acetaminofeno (paracetamol), dois fármacos analgésicos e antiinflamatórios 

disponíveis no mercado farmacêutico e utilizados clinicamente.

4- Dos exfratos submetidos à investigação antifiíngica, somente o exfrato das 

cascas e sementes demonsfraram atividade moderada confra o fiingo patogênico 

Epidermophyton floccosum.

5- Com relação à avaliação da atividade antiviral, somente os exfratos de 

diclorometano obtidos das cascas e folhas desta planta foram ativos no modelo 

testado para HIV, sugerindo a continuidade destes estudos para determinação 

dos componentes ativos.



Conclusões _______ __________ __________ _

6- Os estudos fitoquímicos indicaram que as folhas de A. moluccana produzem 

substâncias químicas estruturalmente diferentes das substâncias encontradas nas

cascas.

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

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

Diante dos promissores resultados químicos e farmacológicos obtidos 

com a planta A. moluccana, sugere-se a continuidade destas investigações. 

Assim, seria de interesse a avaliação destes extratos em outros modelos 

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

INTRODUCTION
Aleurites m oluccana  L.Willd. (Euphorbiaceae), known as “Nogueira-da- 

India” or “Nogueira-de-Iguape” is a medicinal plant frequently employed in folk 
medicine for the treatment of tumours, ulcers, headache, fevers, diarrhea and gon
orrhea 1, and also have been used as antiinflammatory 2.

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

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

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

KEY WORDS: Acetil aleuritoiic acid, Aleurites moluccana, Chromatography, Swertisin 
PALABRAS CLAVE: Acido acetil-aleuritólico. Aleurites moluccana, Cromatografia, swer
tisina

* Author to whom correspondence should be addressed.

ISSN 0326-2383 1Ó9



MATERIAL & METHODS 
Plant material

The plant was collected, in Itajai (State of Santa Catarina, Brazil), in January 
1996 (leaves) and July 1996' (barks) and classified by Dr. Ademir Reis (HER). A 
voucher specimen was deposited in Herbarium Barbosa Rodrigues. (HBR), Itajai 
(V.C. Filho, 001).

Isolation o f  constituents
The air-dried leaves (6OO g) and barks (570 g) were powdered and separatel- 

ly extracted with ethanol and methanol, respectively, at room terriperature for ap- 
proximatelly two weeks. After solvent removal, the extracts were concentrated (re
duced pressure) and successively partitioned with hexane, CH2CI2, AcOEt and bu
tanol, respectively. However, we have initially examined the extracts obtained from 
leaves. Thus, hexane fraction furnished n-hentriacontane, a  and ^-amyrin, p-sitos
terol and stigmasterol, according previously d e sc r ib e d  7. The AcOEt and butanol 
fractions exhibited a similar chromatographic profile (TLC) and were then com
bined. This material (3.38 g) was chromatographed on a silica gel column eluted 
with a CHCljiMeOH gradient. Elution with CHCl3:MepH ,5:5 yielded a yellow solid 
(80 m ^, identified as a glycoside flavonoid, 6-(3-D-Glucopyranosyl-5-hydroxy-2(4- 
hydroxyphenyl-)-7-methoxy-4H-l-benzopyran-4-one (swertisin) (1). The spectro
scopic data, especially ^H- and 3̂C-NMR, are identical to those reported in the lit
erature 8.9. -■ - ' ' .

The CH2CI2 fraction (3.9 g) obtained from yl; mo/MCCflni3 barks was ^  
matographed as in previous case, eluted , with hexane:AcOEt, gradient. After rnoni- 
toring by TLC, the similar fractions were combined and rechromatographed using 
the same procedure to afford a white crystalline solid, identified as acetyl aleuri
tolic acid (19  mg) (2), direcdy compared with authentic sample and spectral data 
(IR, ^H- and i^C-NMR), which were found to be identical to those previously ; de-'
scribed

Meyre-Silva, C., T.C. Mora, A.R. Soares Santos, J. Dal Magro, R.A. Yunes, F. Delle Monache & V. Cechinel-Filho

RESULTS AND DISCUSSION
In order to isolate and identify other constituents responsible for the anal

gesic effects previously shown by some extracts and non polar compounds pre
sent in A. m oluccana, we have now reinvestigated both ethyl acetate and 
dichlorometha-ne fractions obtained from leaves and barks of this plant, respec
tively. Chromatographic procedures carried out with ethyl acetate fraction gave a 
yellow solid which gave positive reaction with FeCl3-reagent. The spearal data, 
especially NMR-^H and ^̂ C were compatible with those of swertsin (1), a flavonoid 
glycoside, isolated by the first time from Swertia japonica Although such com
pound have been earlier isolated from other plants, it is an uncommon natural 
product, being here the first report of them from the family Euphorbiaceae.

On the order hand, swertisin was not detected in the barks of this plant. 
However, the preliminar analysis by using TLC in the conventional manner re
vealed the presence of some terpenes in this part of A. moluccana. One of them 
was isolated from the dichlorometane extract and identified as acetil aleuritolic



acid (2). The spectroscopic characteristics were in accordance with literature data 
and Co-TLC with authentic sample confirmed such structure.

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

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

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

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

a  Introduction
The family Euphorbiaceae comprises of several genus treatment of tumors, ulcers, headache, fevers, diarrhea,
and numerous species, and a great number of papers dysentery and gonorrhea (Duke, 1991).
have been published on their chemical constituents and Previous reports have shown that this plant contains
pharmacological activities. triterpenes (Hui and H o, 1968) and a new coumarino-

We have previously investigated some members o f lignoid, denoted moluccanin (Shansuddin et al., 1988).
this family and have identified some important classes To our knowledge, no pharmacological investigation
of active compounds including acetophenones, sterols, has so far been published on this plant. However,
flavonoids and tannins (Calixto et al., 1990; Cechinel Aleurites moluccana was recently reported to have
Filho et al., 1996; Miguel et al., 1996; Santos et al., antibacterial activity against Staphylococcus aureus
1995a; N iero et al, 1996). and Pseudomonas aeruginosa (Locher et al., 1995) and

In the present study, we have selected another Eupho- antiviral property (Locher et al., 1996).
biaceae for investigation, Aleurites moluccana, a tree In the present study we have analysed the analgesic
known as “Nogueira-da-índia” or “Nogueira-do- effects o f A/ewnies mo/Mccawa leaves by using acetic ac-
Iguape”, widely-distributed in the south of Brazil. Its id-induced writhing in mice, as well as isolated and
leaves and stem bark are frequendy employed in folk identified some active constituents, 
medicine against a variety of ailments, including for
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Materials and Methods
Plant material
A. moluccana was collected in Itajaí, State o f Santa 
Catarina, Brazil, in January 1996, and identified by Dr. 
Ademir Reis (HBR). A voucher specimen has been de
posited at the Barbosa Rodrigues Herbarium, Itajaí 
(V.C. Filho, 001).

Isolation and identification of active constituents
Dried leaves were cut in to small pieces and tw o differ
ent extracts, hydroalcoholic and ethanolic, were pre
pared for pharmacological and phytochemical analysis.

The hydroalcoholic extract was obtained by extrac
tion with 50% ethanol-water, after maceration at room  
temperature for 10 days. The extract was then concen
trated (reduced pressure) to desired volume and stored 
at -2 0  °C. The resulting extract was dissolved in 0.9%  
N aC l solution to desired concentration just before use.

Ethanolic extract was prepared as described above 
(600 g leaves). This extract was however concentrated  
and then successively partitioned with hexane, CH 2CI2, 
EtOAc and butanol, respectively. The hexane extract 
(16.0 g) was chromatographed on a silica gel colum n  
eluted with a hexane: EtOAc gradient. After m onitor
ing by TLC, fractions were combined and re-chromat- 
ographed as described above, affording three solids, 
which were first denominated I (30 mg), II (80 mg) and 
III (710 mg).

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

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

HPLC-fingerprInt analysis
The alcoholic extract of A. moluccana was analysed by 
HPLC-fingerprint, using a Beckman-166 apparatus. 
The extract was dissolved in methanol (10 mg/ml), fil
tered and analysed (injection volume of 1 0  |xl) through 
a reversed phase, C-18 column with water-methanol 
80:20 v/v at a flow  rate o f 1 ml/min using U.V. detector 
at 300 nm (Fig. 1).
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Fig. 1. HPLC profile o f alcoholic extract o f A . m oluccana  leaves. Chromatogaphic conditions: experimental part.
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Pharmacological analysis: Abdominal constriction 
response caused by intraperitoneai injection of dilute 
acetic acid
Male Swiss mice, 2 5 - 3 0  g, were kept in a tempera
ture controlled environment (23 ±. 2  °C) with a 12-h  
light-dark cycle. Food and water were freely avail
able. The abdominal constriction resulting from intra
peritoneal injection of acetic acid (0 .6 %), consisting 
of a contraction of the abdominal muscle together 
with a stretching of hind Hmbs, was carried out ac
cording to procedures described previously (Collier et 
ai., 1968; Santos et al., 1994). Animals were pretreat
ed with the extracts or compounds through intraperit
oneal administration ( 1 - 3 0  mg/kg) 30 min prior to 
acetic acid injection. Control animals received a simi
lar volume of 0.9%  NaCl (10 ml/kg). All experiments 
were carried out at 20 -  22 °C. After challenge, pairs 
of mice were placed in separate boxes and the num
ber of abdominal constrictions was cumulatively 
counted over a period o f 2 0  min.

Statistical Analysis
The results are presented as mean ± s.e.m ., and the sta
tistical significance between the groups was analysed 
by means of analysis of variance follow ed by Dunnett’s 
multiple comparison test. P  values less than 0.05 were 
considered as indicative o f significance. When appro
priate, the ID50 values (the dose o f extract that reduced 
responses by 50% relative to control value) were esti
mated by graphical interpolation from individual ex
periments.

□ Results and Discussion
In order to investigate the analgesic activity o f A. m o
luccana, a hydroalcoholic extract (HE) prepared from  
the leaves was investigated for inhibitory effect on ace
tic acid-induced abdominal constriction. As can be seen 
in Fig. 2, this extract, given intraperitoneally (3 to 60 
mg/kg) exhibited potent and dose-dependent antinoci
ceptive effect against acetic acid-induced writhing re
sponse in mice. The mean ID 50 value was 9.5  
(5.9 -1 5 .4 ) mg/kg with a maximal inhibition of 
8 8  ± 4% . These promising results led us to investigate 
this plant in more detail, in order to isolate and identi
fy the phytoconstituents responsible for the indicated 
pharmacological effects.

Thus, we have prepared another extract (ethanolic) 
of A. moluccana leaves, which was successively parti
tioned with solvents of increasing polarity, ie hexane, 
dichloromethane, ethyl acetate and butanol. Since the 
hexane soluble fraction yielded approximately 15-fold  
more than all other extracts, and exhibited a significant

analgesic activity (results not shown), it was selected 
for phytochemical analysis.

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

Spectral data (IR, H^-NMR) o f compound I indicat
ed only the presence of carbon and hydrogen atoms 
and the use of GC/MS confirmed to be a saturated hy
drocarbon, n-hentriacontane (1 ), which is a well- 
known alkane present in several plants o f the family 
Euphorbiaceae, particularly in species of Euphorbia, 
Colliguaja and Argytam nia  (Gnecco et al., 1996). This 
compound was recently reported to be a. potent anti-tu- 
mor agent (Takahashi et al., 1995).
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Fig. 2 . Effect o f the hydroalcoholic extract obtained from A. 
m oluccana  leaves, against acetic acid-induced abdominal 
constrictions in mice. Each colum n represents mean ± s.e.m. 
o f eight to twelve experimental values. Significantly differ
ent from controls; P < 0.01.

Table 1. Effect o f compounds isolated from A . m oluccana  
leaves, aspirin and paracetamol, against acetic acetic-induced 
abdominal constrictions in mice.

Compound Inhibition (%)

n-hentriacontane 94 ± 6

a  and P-amyrin 84 ± 3
P-sitosterol 54 ± 2
stigmasterol 42 ± 1
aspirin 35 ± 2
paracetamol 38 ± 1
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Solids II and III showed, positive reactions with sul
phuric anisaldehyde and Liebermann-Burchard re
agents, suggesting them to be sterols or terpenes (Mari- 
ni-Bettolo et al., 1981; Ugaz, 1994). Further spectral 
analysis, especially '^C-NMR, indicated the presence of 
at least two compounds. The use of HRGC or 
HRGC/MS techniques revealed a mixture containing 
mainly P-sitosterol, stigmasterol and campesterol. 
Moreover, spectral data were identical to those report
ed previously (Aragao et al., 1990; Ikan, 1991)). Al
though these phythosterols are common constituents of 
higher plants, we have recently reported their analgesic 
properties in several models of pain in mice (Niero, 
1993; Santos et al., 1995b). These compounds, in addi
tion to tannins and flavonoids, are responsible for the 
analgesic effects of other members of Euphorbiaceae, 
particularly those belonging to the genus Phyllanthus 
(Santos et al., 1994, 1995a,b; Miguel et a l ,  1995, 
1996; Cechinel Filho et al., 1996). Other studies have 
shown that such phytosterols, besides antinociceptive 
actions, exert potent antiinflammatory action against 
carrageenan and cotton pellet induced oedema in rats, 
the effect being comparable to that of hydrocortisone 
and phenylbutazone (Handa et al, 1992).

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

In order to investigate if n-hentriacontane and triter
penes contribute to the analgesic activity, we have ana
lysed them for inhibition o f acetic acid-induced abdom 
inal constrictions. The results shown in Table 1 suggest 
a ID50 lower than 10 mg/kg. Hentriacontane and the 
triterpenes inhibited the constrictions by 94 ± 6  and 84 
± 3 % ,  respectively. In contrast, aspirin and paraceta
mol, tw o well-known nonsteroidal antiinflammatory 
drugs caused an inhibition o f 35 ±2%  and 38 ± 1%, 
respectively (Cechinel Filho et al., 1995). These results, 
together with results previously reported (Niero, 1993; 
Santos et al., 1995a) strongly suggest that n-hentria
contane as well as phytosterols and triterpenes may be 
responsible, at least in part, for the analgesic activity 
demonstrated by hydroalcoholic and hexane extracts 
of A. moluccana leaves.

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

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

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

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

A leu rites  m o lu cca n a  L. W illd, conhecida com o “N o- 
gueira-da-índia” ou “N ogueira-de-Iguape”, é uma planta 
freqüentemente utilizada na m edicina popular para o trata
mento de tumores, úlceras, dor de cabeça, febre, diarréia e 
também tem sido utilizada com o antiinflamatória. O uso 
de procedim entos crom atográficos e técnicas espectroscó- 
picas permitiu o isolam ento e a identificação de n-hentria- 
contano, P-sitosterol, estigm asterol, a, (3-amirina, ácido  
acetil aleuritólico e sw ertisina, um flavonóide glicosilado. 
Os quatro primeiro com p ostos (10 mg/kg; i.p.) inibiram  
significativamente as contorções abdominais induzidas pelo  
ácido acético 0,6% em  cam undongos, com  inibições de 94, 
5 4 ,4 2 , 84%, respectivamente, em  relação ao grupo controle, 
enquanto a swertisina foi inativa neste m odelo. Os resul
tados indicam que os com postos apolares da planta parecem  
ser os responsáveis, pelo  m enos em parte, pelos considerá
veis efeitos analgésicos apresentados pela A. m oluccana .

P a la v ra s -ch a v e : A leurites  m o luccana:  H -hentriacontano; (5-sitosterol; 
estigm asterol; a ,  P-amirina; ácido acetil aleuritólico; swertisina.

A leu rite s  m o lu cca n a h . Willd., known as “N ogueira- 
da-india” or “Nogueira-de-Iguape”, is a m edicinal plant 
frequently em ployed in folk medicine for the treatment 
o f  tumors, ulcers, headache, fevers, and diarrhea and it is 
also used as anti-inflam m atory. The use o f  chrom ato
graphic procedures and spectroscopic techniques permitted 
the isolation and identification o f the n-hentriacontane, 
P -s ito s te r o l, s t ig m a ste r o l, a  and P -am yrin , a c e ty l  
aleuritolic acid and swertisin, a glycoside flavonoid. The 
first four com pounds ( 1 0  m g/kg), considerably inhibited  
the ace tic  a c id -in d u ced  ab dom inal co n str ic tio n s  in  
m ice, with inhibition o f  94, 54, 42, 84%, respectively, in 
relation to the control animals, while swertsin was inactive  
in this m odel. The results indicate that the non polar 
com pounds o f  this plant seem  to be responsible, at least 
partially, for the considerable analgesic effects show n by 
A. m oluccana .

K ey  W o rd s : A le u r ite s  m o lu cca n a ;  n -h en triaco n tan e ; P -s ito s te ro l; 
stigm asterol; a  and p-am yrin; acetyl aleuritolic acid; swertisin.

INTRODUÇÃO

A fam ília Euphorbiaceae com preende 
urn grande número de gêneros, ( -3 0 0 )  e 
numerosas espécies (-8 0 0 0 ) (Corrêa, 1984; 
Villalobos & Castellanos, 1992). Incluem espécies

predom inantem ente tropicais; também  
amplamente distribuídas em zonas temperadas 
(Villalobos & Castellanos, 1992).

A A le u r ite s  m o luccana  é uma planta  
medicinal presente em várias regiões do Brasil, 
utilizada na medicina popular para o tratamento
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de diversas afecções, como febre, inflamações, 
úlceras e também utilizada como estimulante 
laxativo e sudorífero (Corrêa, 1984; Duke, 1991).

Estudos fitoquímicos anteriores demonstra
ram o isolamento e a identificação de vários meta- 
bólitos secundários, como os triterpenos more- 
tenone, moretenol, a-amirina (folhas) e o esteróide 
P-sitosterol (folhas e caule) (Hui & Ho, 1968). 
Um novo cumarinolignóide foi isolado das cascas 
e denominado moluccanin (Shamsuddin et al. , 
1988) e da noz obteve-se um óleo, chamado kukui, 
que exibiu um alto perfil tóxico contendo uma 
elevada concentração de linoleico  e ácido  
linoleico, e tem sido utílizado como produto para 
formulações cosméticas destinadas a indivíduos 
propensos a acnes (Klein, 1991).

Estudos recentes indicaram que vários 
extratos de A. moluccana  apresentaram ativi
dade antibacteriana contra S ta p h y lo co ccu s  
aureus e P seudom onas aeruginosa  (Locher 
e ta l. , 1995).

No presente estudo, foi realizada uma análise 
fitoquímica e a identificação de compostos, através 
de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e 
técnicas espectroscópicas (IV, CG-EM, RM N-‘H 
e ’̂ C) das folhas e cascas de A. moluccana, bem 
como avaliação farmacológica do extrato das 
folhas e dos compostos isolados.

M ATERIAIS E M ÉTODOS 

M aterial Vegetal

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

Análise Fitoquímica

As folhas (600 g) e cascas (570 g) de A. 
m oluccana  foram trituradas e submetidas à 
extração com etanol e metanol, respectivamente, 
à temperatura ambiente por aproximadamente 
duas semanas. Após remoção do solvente, o

extrato foi concentrado sob pressão reduzida e 
sucessivam ente particionado com  hexano, 
diclorometano (CH^Clj), acetato de etíla (AcOEt) 
e butanol, respectivamente. Inicialmente, parfiu- 
se para invesfigação do extrato obfido das folhas. 
Assim, a fração de hexano, após procedimentos 
cromatográficos, possibilitou o isolamento e a 
identificação de/i-hentriacontano, a  e P-amirina, 
P-sitosterol e estigmasterol. As frações de AcOEt 
e butanol exibiram um perfil cromatográfico 
similar, sendo, então, combinadas para separação 
cromatográfica. Este material (3,38 g) foi croma- 
tografado em coluna de sílica gel, eluída com 
CHCljiMeOH com aumento gradativo de polari
dade, onde se isolou um sólido amarelo (80 mg), 
identificado como um flavonóide glicosilado deno
minado swertisina (1) a partir de dados espec
troscópicos, especialmente RMN-'H e '̂ C.

A fração de diclorometano (3,9 g), obfida 
das cascas de A. moluccana, foi cromatografada 
como no caso anterior, eluída com Hexano: 
AcOEt, com acréscimo gradaüvo de polaridade. 
Após monitoramento por CCD, as frações simi
lares foram reunidas e recromatografadas usando 
o mesmo procedimento, obtendo-se um sólido 
cristalino branco, identificado com o ácido  
acetil aleuritólico (19 mg) (2), após comparação 
direta com uma amostra autêntica (IV, RMN-’H 
e ‘̂ C).

Avaliação da Atividade Analgésica

Modelo das Contorções Abdominais Induzidas 
pelo Ácido Acético 0,6% em Camundongos

Foram utilizados camundongos do tipo 
“Swiss” machos ou fêmeas (25-35 g). Os camun
dongos foram mantidos sob temperatura e ilumi
nação controlada, com ração e água aã libitum. 
A  resposta nociceptiva foi induzida, ufilizando-se 
“writhing test” com ácido acético (0,6%, via 
intraperitoneal), que prom ove contorções  
abdominais seguido de extensão de uma das patas 
posteriores (Collier et al. , 1968; Santos et al. , 
1995).

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

RESULTADOS

Para investigação  da atividade da A. 
moluccana, inicialmente foi preparado o extrato 
hidroalcóolico (EH) das folhas, utilizando-se 
os métodos convencionais. Como pode ser 
observado na Gráfico 1, tal extrato, quando 
administrado intraperitonealmente (3-60 mg/Kg) 
causou significativa inibição de forma dose- 
dependente da nocicepção induzida pelo ácido 
acético em camundongos. A calculada 
foi 9,5 (5,9-15,4) mg/kg com inibição máxima 
de 88 ±4%. Esses promissores resultados esti
mularam a realização de uma investigação mais 
detalhada desta planta, visando ao isolamento e ã 
identificação dos fitoconstituintes responsáveis 
pelos efeitos farmacológicos indicados (Meyre- 
Silva e t a l . ; 1996a, b, 1997a).

Assim, foi obtido o extrato etanólico das 
folhas de A. moluccana, o qual foi sucessivamente 
particionado com  so lven tes de polaridade 
crescente, como hexano, diclorometano, acetato 
de etila e butanol, respectivamente. Considerando 
que a fração solúvel em hexano foi obtida com 
alto grau de rendimento, aproximadamente quinze 
vezes maior que todas as outras frações, bem 
como exibiu uma atividade analgésica significativa 
(resultados não apresentados), o mesmo foi ini
cialmente selecionado para análise fitoquímica.

Tal fração foi cromatografada em coluna de 
sílica gel (Merck), eluída com hexano: AcOEt, 
com aumento gradativo de AcOEt. Após os proce
dimentos usuais (ver parte experimental), três 
sólidos brancos foram obtidos e denominados 
inicialmente como I, II e III, cuja pureza foi 
verificada por cromatografia em camada delgada 
(CCD) (Collins & Braga, 1988).

Dados espectroscópicos (IV, ‘H-RMN) do 
composto I indicaram somente a presença de 
ligações de hidrocarboneto (C-H), e o uso de CG/ 
EM confirmou um hidrocarboneto saturado, n- 
hentriacontano (I), o qual é um alcano bastante

conhecido, estando presente em diversas plantas 
da família Euphorbiaceae, particularmente nas 
espécies de Euphorbia, Colliguaja e Argytamnia 
(G necco et al. , 1996). Este com posto foi 
recentemente reportado como um importante 
agente anfitumoral (Takahashi et a l . , 1995).

Os sólidos II e III apresentaram reação 
posifiva para os reagentes Anisaldeído sulfúrico e 
com o Liebermann-Burchard, sugerindo serem 
esteróis ou terpenos (Marini-Bettólo er a /. , 1981; 
Ugaz, 1994). Análises espectrais adicionais, 
especialmente ‘̂ C-RMN, indicaram que o sólido 
II apresentava pelo menos dois com postos 
diferentes. Através de técnicas de CGAR ou 
CGAR/EM pôde-se constatar que a mistura 
continha principalmente P -sitosterol e 
estigmasterol. Além disso, os sinais dos dados 
espectrais foram idênticos àqueles relatados 
anteriormente (Niero, 1993; Santos et al. , 
1995). Embora estes fitoesteróis sejam substâncias 
com um ente presentes em várias plantas 
(Niero, 1993; Hooper & Chandler, 1984), foi 
recentemente demonstrado, pela primeira vez, 
suas propriedades analgésicas em vários modelos 
de dor em camundongos (Niero, 1993; Santos 
et al. , 1995). Além disso, o P-sitosterol vem  
adquirindo grande importância na produção de 
fármacos esteroidais, como hormônios (Kovganko 
& Kashkan, 1994). Estes compostos, bem como 
taninos e fiavonóides, parecem ser os responsáveis 
pelo efeito analgésico de outras plantas da família 
Euphorbiaceae, particularmente aquelas perten
centes ao gênero Phyllanthus (Santos et al. ; 
1994, 1995; M iguel et al. , 1995, 1996; 
Cechinel-Filho et al. , 1996). Outros estudos 
têm demonstrado que tais fitoesteróis, além da 
ação antinociceptiva, exercem potente ação 
antiedematogênica em ratos, sendo seu efeito 
comparável com a hidrocortisona (corticóide) e 
fenilbutazona (antiinflamatório não esteroidal) 
(Handa, Chawla and Sharma, 1992; Recio 
eta l. , 1995).

Os dados espectroscópicos (IV, RM N-‘H, 
‘•̂ C) do sólido III, foram compatíveis com aqueles 
de a  e P-amirina, dois triterpenos bastante 
conhecidos que exercem ação antiinflamatória 
(Gupta et a l . , 1971; Loggia e t a l . , 1994; Recio 
et al. , 1995), cujos dados espectrais estão 
de acordo com os da literatura (Seo, Tomita
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& Tori, 1975; Chandler et al. , 1982). O uso de 
CGAR indicou quantidade similar de ambos 
compostos.

No intuito de investigar se o /í-hentriacon- 
tano, a mistura de triterpenos e swertisina  
contribuem para a atividade analgésica encontrada 
para os extratos de A. moluccana, estes foram 
avaliados através do teste de contorções abdo
minais induzidas pela injeção de ácido acético em 
camundongos. Os resultados apresentados na 
Tabela 1 demonstram as para estes compos
tos, exceto para swertisina, que foi inativo, foram 
inferiores a 10 mg/Kg. As inibições máximas das 
contorções abdominais observadas foram 94 ±6 
e 84 ±3% para o /z-hentriacontano e a mistura 
dos triterpenos, a,P-amirina, respectivamente. 
Por outro lado, a aspirina e o paracetamol 
(drogas antiinflamatórias não-esteroidais usadas 
para efeito de com paração), administradas 
intraperitonealmente na mesma dose, causaram 
inibição de 35 ±2 e 38 ±1%, respectivamente 
(Cechinel-Filho et al., 1995). Esses resultados 
sugerem que o n-hentriacontano e os triterpenos 
foram m ais e fic a zes  que as drogas 
antiinflamatórias utilizadas, justificando, ao 
menos em parte, que esses compostos podem  
estar contribuindo para a importante atividade 
analgésica apresentada pelos extratos hidro
alcóolico e hexânico obtidos das folhas de 
A. moluccana.

Gráfico 1. E feitos do extrato hidroalcoólico obtido das 
folhas de<4. mo/wcca/ja administrado intraperitonealmente 
sob re  as c o n to r ç õ e s  a b d o m in a is  in d u z id a s  p e la  
adm inistração de ácido  a cético  em cam un don gos. A s 
colunas representam os valores da média +E.P.M. de 6 - 8  

anim ais.

Tabela 1. Efeitos dos com postos isolados das folhas de 
A. m oluccana, aspirina e paracetamol administrados intra
peritonealmente na dose de 1 0  mg/kg sob as contorções  
abdominais induzidas pela administração de ácido acético  
em camundongos.

C om postos In ib iç ã o

n-hentriaconlano 94 ±6
a  e p -am irina 84  ±3

*P-sitoslerol 54 ±2
^estigm asterol 4 2 + 1
sw ertisina 1
aspirina 35 ± 2
paracetam ol 38 ±1

I =  Inativo (nao inibiu as contorções abdominais) 
* (NIERO, 1993; SA NTOS e! a l.. 1995)

Os extratos das folhas de A. moluccana, 
particionados com AcOEt e butanol, foram 
submetidos à cromatografia em camada delgada 
e como apresentaram similar perfil cromatográfico 
(CCD), foram reunidos. Usando reagentes 
específicos visando caracterizar as classes de 
compostos orgânicos presentes nestas frações, 
foram utilizados alguns reativos específicos para 
detecção em CCD (M arini-Bettólo et al. , 
1981; Ugaz, 1994), em que se evidenciaram a 
ausência de alcalóides e a presença de compostos 
fenólicos, particularmente flavonóides. Posterior
mente, os extratos de AcOEt/BuOH foram 
submetidos à cromatografia em coluna, sendo 
isoladas duas substâncias fenólicas. Uma delas foi 
identificada como um flavonóide glicosilado, 
denominado swertisina (Figura 1). O outro 
com posto possui um R f menor do que o 
swertisina, e acredita-se que seja também um 
flavonóide g lico sila d o , devido a algum as 
características físico-químicas similares.

Figura 1. Estrutura m olecular da Sw ertisina isolada de 
A. moluccana.

Embora a swertisina tenha sido encontrada 
em outras plantas, é um produto natural raro, não 
tendo sido anterior-mente descrito para as plantas

74



A lcance (Pesquisa) - Itajaí - A no V - n .2 p. 7 1 - 76 out 1998

pertencentes à família Euphorbiaceae. Como pode 
ser visto na Tabela 1, este composto não causou 
inibição das contorções induzidas pelo ácido 
acético, sendo totalmente inativo no modelo de 
dor avaliado.

Com relação aos compostos mencionados 
anteriormente, m oluccanin (Shamsuddin et 
al. , 1988) e os triterpenos, m oretenone  
e moretenol (Hui & Ho, 1968), os quais foram 
isolados previamente da A. m oluccana , na 
presente investigação não foram observados. Esse 
fato sugere que fatores ambientais podem estar 
influenciando na biossíntese dessas substâncias 
nesta planta.

A partir do extrato metanóhco das cascas de 
A. moluccana, particionado com solventes de 
polaridade crescente, obtiveram-se diferentes 
frações, entre as quais, a fração de diclorometano, 
que foi submetida à análise por CCD, apresen
tando evidências sobre a presença de compostos 
de natureza terpênica diferente dos encontrados 
nas folhas desta planta. Após o uso de proce
dimentos cromatográficos (CCD, CC), isolou-se 
um sólido cristahno branco, identificado como 
ácido acetil aleuritólico (Figura 2) (Meyre-Silva 
et al. , 1998), o qual foi anteriormente relatado

para a A. montana (Misra & Khastgir, 1970). 
Tal composto também foi isolado anteriormente 
da planta Croton urucurana, o qual foi demons
trado apresentar importante efeito antimicrobiano 
contra diferentes bactérias patogênicas (Peres et 
al. , 1997), além de importante ação analgésica 
(Santos eí <3/. , 1997).

COOH

Figura 2. Estrutura m olecular da ácido acetil aleuritólico  
isolado de A. moluccana.

CON CLU SÃO

Os resultados obtidos indicam  que a 
A. moluccana apresenta constituintes químicos 
com relevante ação analgésica, justificando seu 
uso na m edicina popular contra processos  
dolorosos em geral.
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Aleurites m oluccana  L. (Willd.) (Euphorbiaceae), know n as 
“Nogueira-da-india” in Brazil, is frequently used in folk 
m edicine to treat fevers, headache, tumours, diarrhoea and 
asthma ( 1 - 3 ) .  We have previously show n that the hydro- 
alcoholic extract obtained from the leaves o f this plant exhibit 
antinociceptive properties w hich could be related to the 
presence o f triterpenes, steroids and flavonoids (4, 5). In the 
present study, w e have extended our investigations in order 
to determ ine other active flavonoids present in the A. m oluc- 
cana leaves. The plant material w as collected in Itajaí, state o f 
Santa Catarina, Brazil, in October 1997 and classified by Dr. 
Ademir Reis (BRH). A voucher specim en was deposited at the 
Barbosa Rodrigues Herbarium (BRH), Itajai-SC, Brazil under 
number VC Filho 001.

The air-dried leaves (7 5 0 g) o f A. moluccana  were extracted  
w ith EtOH/MeOH ( 2 : 1 )  for 10 days. The resulting extract was 
then partitioned w ith dichloromethane (DCM), ethyl acetate 
(EA) and butanol (BuOH), respectively The EA and BuOH 
fracdons w ere combined (3.4 g) because they exhibited a 
similar chromatographic profile (TLC); they w ere chrom ato
graphed on a colum n of silica gel (75 g) using the follow ing  
eluents: CHCI3  (100m l), CHCl: MeOH (9 : 1 )  (200m l), CHCI3 / 
MeOH ( 8 : 2 )  (300  ml), CHCla/MeOH ( 5 : 5 )  (200  ml), MeOH 
(100 ml). Elution w ith CHClj/MeOH ( 5 : 5 )  yielded a phenolic 
compound, swerrisin (1) (80 mg) (5), w hose spectroscopic 
data are identical to those reported in the literature (6 , 7). 
Elution w ith  MeOH allowed to the isoladon o f another 
phenolic com pound and through the final purification using 
Sephadex LH-20 column eluted w ith Me0 H/H2 0  (7 0 :3 0 )  
(100 ml), the flavonoid 2 was obtained (90 mg). It is desig
nated 2 "-0 -rham nosylswerdsin and its structure was con
firmed by spectroscopic data ('H-NMR and '^C-NMR, IR, FAB/ 
MS) and comparison with the data described in the literature 
( 8 ).

The antinociceptive effect o f both 1 and 2 was evaluated by 
the w rithing test in mice (9). The results show n in Figure 1 
indicated that 2  inhibits dose-dependently the abdominal 
constrictions caused by acetic acid, w ith a calculated ID5 0
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OH

OH 0

1: R=H
2: R= Rhamnosyl

value o f 8.4 (6 .9 -1 0 .2 ^m ol/kg) and m axim al inhibition of 
92 % ±  4. W hen compared w ith aspirin, w hich  w as previously 
analysed in our laboratory (ID5 0  = 133 Mmol/kg) (9), 2 was 
about 16 fold-more potent. On the other hand, 1 did not show  
any effect in the sam e experimental procedure, suggesdng  
that the ramnosyl group is important for the andnociceptive  
activity. Our results dem onstrate that besides com pounds 
previously described (4, 5), 2  also strongly contributes to 
explain the antinociceptive action o f A. mo/uccana.

Information in detail about the work procedure and copies o f  
the original spectra can be obtained from the author of  
correspondence.

50

I
•c
'S 25U
ÈB

ID 50 =  8.4 (6.9-10.2) fxmol/kg 

M I =  9 2 ± 4 %

**

C 1 . 6  4 . 9  16.4 49.2

2”-0-rhamnosylswertisin (^mol/kg)

F ig .l Antinociceptive effect for 2"-0-rham nosylsw ertsin (2) given 
intraperitoneally, against acetic acid-induced abdom inal constric
tions in mice. Each group represents the  m ean  of 6 to  8 experi
m ents and the  vertical bars indicate th e  s.e.m . ** P <  0.01 
com pared with corresponding control value.
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As a continuation of our investigations on the polyphenol 
com pounds of Argentine medicinal Pterocaulon species, w e  
now  report the isolation of tw o 5,6,7-trioxygenated coumar
ins and six 6,7-dioxygenated coumarins from the aerial parts 
of Pterocaulon polystachium  DC (Compositae), collected and 
identified from the Experimental Station INTA o f Entre Rios 
(Argentina). A herbarium specim en No SD-050 is being 
preserved in the department.

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

Dried powdered aerial parts o f the plant (900  g) were 
successively extracted w ith  petroleum ether ( 6 0 - 8 0 °C), 
CH2 CI2 , EtOAc and MeOH in a Soxhlet apparatus. The petro
leum  ether extract was evaporated under reduced pressure to 
afford a syrup residue (36 g), o f w hich one portion (2 g )  was 
chromatographed on a silica gel colum n (200  g, 2.5 cm x  
40  cm). Elution was performed by a gradient o f petroleum  
ether ( 6 0 - 8 0  °C)-EtOAc (7 0 ; 30  to 0 :1 0 0 ,1 6 0 0  ml) affording 
90 m g o f 5-(3-m ethyl-2-butenyloxy)-6,7-m ethylenedioxycou- 
marin (1) (5) and 53 mg o f 5-m ethoxy-6,7-m ethylenedioxy- 
coumarin (2) (5) after crystallisation from MeOH from Fr. II 
(petroleum  ether-EtOAc, 70 ; 3 0 ,4 0 - 1 0 0 ml) and Fr. IV (petro
leum  ether-EtOAc, 7 0 :3 0 , 1 2 0 - 2 0 0 ml), respectively. Re
peated preparative TLC (silica gel F2 5 4 , Tol/CHCl3 /M e2 CO, 
1 0 0 :1 0 0 :8 )  from Fr. V (petroleum  ether-EtOAc, 6 0 :4 0 ,  
2 0 0 -3 2 0  ml) yielded 36 m g of ayapin (6,7-m ethylenedioxy- 
coumarin) (3) (6 , 7) (Rf = 0.45) and 25 mg and 7-(3-m ethyl-2- 
butenyloxy)-6 -m ethoxycoum arin (4) (8 ) (Rf = 0.40). 23 m g of 
prenyletin (5) (8 ) was obtained after crystallisation of Fr. VI 
(petroleum  ether-EtOAc, 6 0 :4 0 , 3 2 0 - 4 0 0 ml) from MeOH. 
and 35 m g of virgatenol (7-(2-hydroxy-3-m ethyl-3-buteny- 
loxy)-6 -m ethoxycoum arin) (6 ) (6 ) was crystallized from 
MeOH from Fr. Vlll (petroleum  ether-EtOAc, 5 0 :5 0 , 4 4 0 -  
500 ml). The CH2 CI2 extract w as evaporated under reduced 
pressure to give a viscous solid (18 g). A portion o f the residue
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