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RESUMO

Este trabalho abordou o estudo fitoquimico e farmacolégico das folhas de Virola
oleifera (Myristicaceae) e Hyeronima alchorneoides (Euphorbiaceae). Os testes
farmacolégicos dos extratos brutos e das fracdes semi-purificadas das folhas das
duas plantas indicaram potencial analgésico, causando inibicdo em torno de 50%,
nas contorcbes abdominais induzidas pelo acido acético, sugerindo a presenca de
compostos bioativos, confirmando o uso destas plantas pela medicina popular.
Através de técnicas convencionais de cromatografia de coluna e técnicas
espectrométricas (IV, RMN-'H e RMN-'3C) foram isoladas e identificadas das folhas
de V. oleifera, duas neolignanas ja identificadas anteriormente, a oleiferina-B e C,
além de uma mistura de dois flavondides ramnosideos, a quercitrina e a astilbina,
identificadas pela primeira vez nesta planta. A outra planta estudada, H.
alchorneoides, apresenta até o momento poucos trabalhos ftoquimicos realizados,
apesar da sua utilizacdo na medicina popular como analgésica. Das suas folhas
foram isolados e identificados o b-sitosterol, além do triterpeno simiarenol e o
biflavondide amentoflavona, estes dois, sem registro a partir deste género. A mistura
de flavondides isolada das folhas de V.oleifera foi hidrolizada nos fornecendo os
flavonoides agliconas, quercetina e taxifolina. A quercetina foi submetida as reacdes
de acetilacdo, levando a quercetina penta-acetilada e a reacdo de metilacdo
produziu uma mistura de flavondides metilados em diferentes graus, que n&o
puderam ser purificados devido a complexidade da mistura. Todos 0os compostos
purificados e o0s resultados das modificacbes estruturais foram novamente
submetidos aos testes farmacoldgicos de analgesia. A oleiferina-B e C, e a mistura
de flavondides, obtidos das folhas de V. oleifera, apresentaram respectivamente as
seguintes porcentagens de inibicdo nas contor¢des abdominais dos camundongos:
27; 76 e 62%, indicando que a oleiferina C e a quercitrina devem ser 0s compostos
responsaveis pela acdo analgésica apresentada pelo extrato bruto desta planta. Os
compostos isolados das folhas de H. alchorneoides, simiarenol e amentoflavona,
apresentaram respectivamente 67 e 74% de inibicdo no mesmo modelo de dor. A
acdo da amentoflavona, apesar do seu potencial analgésico ja ter sido comprovado
anteriormente, somado a atividade do triterpeno, explicariam o elevado porcentual
de inibicdo das suas fracdes semipurificadas, em torno de 90%. A quercetina
metilada e acetilada apresentaram um ligeiro aumento em relacdo a atividade
analgésica. Estes resultados, em conjunto, justificam o uso destas plantas pela
medicina popular e evidenciam perspectivas para a continuidade de estudos de
modificacdo estrutural de alguns compostos bioativos isolados destas plantas para a
otimizag&o dos efeitos farmacoldgicos detectados.

Palavras-chaves: Virola oleifera, Hyeronima alchorneoides, oleiferina-B e C,
guercitrina, astilbina, amentoflavona, simiarenol, b-sitosterol, metilacdo, acetilacéo,
atividade antinociceptivo.




ABSTRACT

Virola oleifera (Myristicaceae) and Hyeronima alchorneoides (Euphorbiaceae) leaves
were investigated with respect to the phytochemical and pharmacological aspects.
The analgesic tests realized with its crude extracts and semi-purified fractions
showed a good inhibition percentages in abdominal constrictions induced by acetic
acid injection (more than 50%), indicating the presence of naturally antinociceptive
compounds in these plants. The compounds were isolated and identified by
chromatographic and spectrometric methods (IR, NMR-H and NMR-**C). From V.
oleifera leaves were isolated and identified two neolignans, the oleiferin-B and C, and
two flavonoids, quercitrin and astilbin. From H. alchorneoides leaves were isolated a
usual steroid, b-sitosterol; the triterpene, simiarenol, and a biflavondide,
amentoflavone, these two compounds not yet isolated from this plant. The flavonoids
glycosides isolated from V. oleifera were hydrolyzed, given two aglicone flavonoids,
guercetin and taxifolin. The quercetin was submitted to structural modifications
(methylation and acetylation). The acetylation reaction given a penta-acetilated
guercetin, and the methylation reaction given a mixture of five compounds not
purified. These mixtures of compounds and penta-acetilated quercetin were tested to
verified antinociceptive activities and showed an increased inhibition of abdominal
constriction in the range of 10% induced by acetic acid injection in relation to
guercetin. The neolignans and flavonoids isolated from V. oleifera leaves showed a
27, 76 and 62% of inhibition, respectively for oleiferin-B, C and a mixture of
flavonoids glycosides. Theses results indicated that the presence of these two last
compounds in its leaves were responsible for analgesic effect observed in its crude
extract. The simiarenol and amentoflavone isolated from H. alchorneoides showed,
respectively 67 and 74% of inhibition, indicating that these compounds could be the
responsible for the high analgesic activities showed by its semi purified fractions,
which showed about 90% of inhibition in abdominal constriction. These results
indicated the presence of compounds with analgesic activities in the leaves of Virola
oleifera and Hyeronima alchorneoides, confirmed its use by traditional medicine.

Keywords: Virola oleifera, Hyeronima alchorneoides, oleiferin-B e C, quercitrin,
astilbin, amentoflavone,  simiarenol, b-sitosterol, = methylation, acetylation,
antinociceptive compounds.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fitoquimica e plantas medicinais

A quimica dos produtos naturais comecou a ganhar énfase e forca
nas suas pesquisas a partir das ultimas décadas do século vinte, quando algumas
alteracdes foram observadas no habito da populagdo em geral. Em primeiro lugar, as
ervas, como eram conhecidas as plantas medicinais, comecaram a ser mais
utilizadas, visto a insatisfacgdo com a medicina moderna no que se refere a sua
efetividade e ao elevado custo dos medicamentos (MILLER, 1998). Além disso, a
maioria das industrias farmacéuticas comecou a reconhecer a eficacia do uso das
plantas em preparagdes caseiras com fins medicinais como possiveis fornecedores
de constituintes para os novos farmacos ou prototipos para os mesmos (RATES,
2001). Como a obtencdo de patentes e exclusividades com as plantas mais
tradicionais e classicas se tornaram mais dificeis, as pesquisas se voltaram para a
busca de plantas mais exoéticas e raras utilizadas na medicina popular em areas
mais remotas, como as florestas tropicais (PRANCE, 1977). A maioria das industrias
farmacéuticas vem desenvolvendo pesquisas em cooperacdo com pesquisadores ou
institutos de pesquisa de paises tropicais como o Brasil, Costa Rica, China, México,
Bornéo e até mesmo a Samoa (ROBBERS et al, 1996). Apesar do aumento de

estudos nesta area, os dados disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das plantas
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existentes foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (SOEJARTO, 1996,
SIMOES et al., 1999).

Um outro fator que corrobora com o aumento das pesquisas nesta
area, esta relacionado com o desenvolvimento tecnoldgico em varias areas como a
engenharia genética, recombinacdo de DNA, e mais especificamente a
farmacobiotecnologia. Estas tecnologias permitem a transferéncias do material
genético de um organismo para outro, permitindo mais tarde a producdo em
guantidades suficientes de componentes que podem ser utilizados como um farmaco
(SCHENKEL et al.,1999), ou mesmo o sequenciamento de DNA (KATO, 2001).

A primeira aplicacdo da tecnologia na farmacognosia foi um
processo desenvolvido pela Empresa Eli Lilly, que permitiu a producdo da insulina
humana através da bactéria Escherichia coli modificada geneticamente. Foi
introduzido um gene humano para a producéo de insulina, no cddigo genético desta
bactéria, forcando-a a sua producdo. Atualmente, outros exemplos podem ser
citados utilizando a tecnologia no desenvolvimento de novos farmacos (SCHENKEL
et al.,1999). No Brasil, um dos maiores exemplos da aplicacdo desta tecnologia
pode ser representado pelo sequenciamento de DNA da bactéria Xylella fastidiosa,
possibilitando a descoberta da cura de uma das mais devastadoras doengas no
cultivo de frutas citricas, a clorose variegada dos frutos citricos, ou seja a perda de
clorofila das folhas, tornando-as amarelas, seguidas da maturacdo precoce das
frutas (SIMPSON et al., 2000; BEVAN, 2000).

A utilizacdo destas tecnologias, no entanto, ndo minimiza a
importancia dos compostos de origem vegetal ou animal com aplicagédo terapéutica.
Na China, por exemplo, a enciclopédia de farmacos Pen-ts’ ao kang um, compilado

por Li Shih-Chen e publicado em 1596, apresenta uma lista com mais de 2000
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farmacos de fonte natural, originados de mais de 5000 plantas, entre outros

organismos (ROBBERS et al., 1996).

1.1.1 Principais atividades farmacolégicas obtidas das plantas

Varios exemplos de plantas como fonte de produtos naturais podem
ser citados, ou ao menos com atividade biolégica e em vias de testes para a futura
aplicacdo como medicamento. Das 250.000 plantas com flores conhecidas, cerca de
90 espécies foram fontes para 120 farmacos utilizados comercialmente
(FARNSWORTH, 1985). As principais atividades biologicas determinadas em
plantas foram: antimicrobiana (FERNANDES et al., 1999; LEE e HECKER, 1999),
cardiotbnicas (Digitalis), anticolinérgicas (alcaldides semelhantes a belladona),
analgésicos (alcaldides do opium), antihipertensivas (reserpina), colinérgicas
(fisostigmina, pilorcarpina), antimalaria (alcaléides e Cinchona), anestésica
(cocaina), relaxante muscular (tubocurarina) e anticancerigenas (PEZZUTO, 1997,

PHILLIPSON, 2001).

Os produtos naturais originados de plantas utilizados no tratamento
de cancer sao diversos. Acredita-se que em torno de 60% dos agentes antitumorais
disponiveis comercialmente, apresentam a sua origem nos produtos naturais (SHU,
1998). Além disso, muitos estudos estdo sendo direcionados no sentido de procurar
farmacos como agentes quimiopreventivos; muitos deles produtos naturais que
previnem ou inibem a carcinogénese. Alguns farmacos utilizados atualmente para o
tratamento de cancer se originaram de produtos naturais ou resultam de suas

modificacdes. O paclitaxel (Taxol), por exemplo, isolado a partir da Taxus brevifolia
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L; a vincristina (Oncovin), isolado da Catharantus roseus; a podofilotoxina, isolado da
Podophyllum peltatum e a camptotecina, isolada da planta Camptotheca acuminata
(PEZZUTO, 1997).

Os compostos originados de fontes naturais apresentam uma série
de vantagens para a medicina moderna (ROBBERS et al., 1996; PEZZUTO, 1997 e
CECHINEL FILHO e YUNES, 1998):

Fornecem quantidades razoaveis de farmacos que apresentam dificuldade, ou
impossibilidade na sua producdo comercial através de sintese, incluindo-se
neste grupo a maioria dos antibiéticos, os alcaldides originados das papoulas e
das solanaceas;

Fornecem quantidades razoaveis de compostos que podem posteriormente ser
modificados estruturalmente para aumentar a sua eficacia ou diminuir a sua
toxicidade, tendo como exemplo, as variacdes da morfina;

Atuam como protétipos ou modelos na sintese de novos farmacos que
apresentam atividade similar ao compostos original; tendo como exemplos a
procaina originada da cocaina e a aspirina, originada do acido salicilico.

As modificagdes estruturais nos compostos originados de plantas
podem, ainda, ser originadas através de processos bioldgicos. As modificacdes
guimicas e bioldgicas realizadas no estigmasterol, que ocorre abundantemente no
O0leo de soja, permitram a producdo em larga escala de hidrocortisona e
corticoesteroides relacionados, compostos que ocorrem na natureza em pequenas
guantidades (ROBBERS et al.,, 1996).

Visto a grande importancia das plantas como fonte de produtos
naturais biologicamente ativos (ROBBERS et al., 1996; SIMOES et al., 1999), a

maior dificuldade se encontra na busca da planta correta no meio de um grupo muito
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vasto e variado. Atualmente, existem cerca de 850.000 espécies vegetais
conhecidas (FARNSWORTH, 1986 e MATOS, 1997). Considerando-se que cada
espécie é formada de um conjunto de milhdes de individuos cujas variacbes
biolégicas naturais atingem, em maior ou menor grau, tanto a sua morfologia quanto
a sua composicao quimica, o problema da escolha de um critério de prioridades de
estudo se torna uma tarefa de dificil solucdo (MATOS, 1997). Muitas vezes, a
mesma espécie botanica ocorre em diferentes regies e sua composi¢cdo quimica
pode também apresentar diferencas (GOTTLIEB e BORIN, 2000). Este tipo de
variacdo deve ser levado em conta no estudo fitoquimico das plantas, desde a
escolha do material até a etapa final do registro e divulgacdo dos resultados. Isso
ressalta a importancia do uso de um processo de sele¢cdo para que se possa
escolher quais espécies devem ser estudadas prioritariamente (MATOS, 1997 e
CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).

Dados da literatura mostram que a probabilidade de se encontrar
atividade bioldgica em plantas orientadas pela medicina popular € bem maior em
relacdo a escolha das plantas ao acaso, sendo que cerca de 75% dos compostos
naturais puros empregados hoje na industria farmacéutica foram isolados seguindo
recomendacdes da medicina popular (JUNIOR et al, 1994 e CECHINEL FILHO e
YUNES, 1998). Neste caso, € importante o contato com o0s nativos, habitantes do
local de coleta do material, pois 0s mesmos em contato com as plantas durante
varias geracbes, apresentam um vasto conhecimento ndo sé das plantas, mas
também da sua utilizacdo medicinal (POSEY e BALEE, 1989), evitando desta forma,
a utilizacdo de plantas que mesmo apresentando compostos bioativos, possuem

uma elevada toxicidade (MILLER 1998; RATES, 2001).
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Outros aspectos de grande importancia para a sele¢do de plantas
finalizando o estudo quimico, podem resultar dos testes farmacologicos em
pequenos animais ou 6rgdos isolados mantidos vivos durante a experiéncia; ou
através da verificacdo da ocorréncia de determinado tipo de constituinte, ou de um
conjunto de constituintes julgados de interesse para o estudo. Podem ainda se
basear na posicao filogenética da planta, selecionando um grupo de plantas (género
ou familia) em funcdo da ocorréncia de um determinado composto ou grupo de
compostos (MATOS, 1997). A diversidade dos produtos naturais é atribuida a co-
evolucao das plantas com os agentes fitéfagos e patogénicos (GOTTLIEB, 1987).
Pode-se ainda fazer um levantamento da flora da regido a ser pesquisada, isto €, o
levantamento preliminar da vegetacdo e de sua composi¢do floristica. Assim é
possivel descobrir quais espécies sdo predominantes e principalmente sobre elas
concentrar os estudos quimicos. Os resultados dos estudos, neste caso, podem
conduzir a trabalhos complementares, com vista a exploracdo econdmica destas
plantas de larga ocorréncia, com maior probabilidade de sucesso (MATOS, 1997).

Desta forma, a escolha da planta, além da sua utilizacdo na
medicina popular, varia em funcdo do objetivo do trabalho, bem como do interesse
econdmico e da abundancia da planta a ser trabalhada.

As informacgOes existentes sobre a magnitude do mercado de
compostos de origem vegetal sGo pouco precisas, mas estima-se que varie entre
US$12,4 bilhdes e US$20 bilhdes/ano (SIMOES et al., 1999). No Brasil, estima-se
gue 25% do faturamento da industria farmacéutica seja originado de medicamentos
derivados de plantas. No entanto, apenas 8% das espécies vegetais da flora
brasileira foram estudadas em busca de compostos bioativos e 1100 espécies

vegetais foram avaliadas em suas propriedades medicinais. Destas plantas, 590
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foram registradas pelo Ministério da Salde para comercializacdo (SIMOES et al.,
1999). O panorama brasileiro nessa area mostra que 84% de todos os farmacos sao
importados e que 78% da producao brasileira € feita por empresas multinacionais
(BERMUDEZ, 1995 e SIMOES et al., 1999).

As pesquisas na area de produtos naturais como fontes de
compostos bioativos sdo arduas e seus custos sdo muito elevados. Estimativas
mostram que a producdo de um novo farmaco requer o0 investimento de
aproximadamente US$ 100-360 milhdes, e um minimo de 10 anos de investigacgoes,
sendo que apenas um em cada 10 mil compostos testados apresenta-se promissor
como novo farmaco; e destes, apenas um entre quatro ser4 aprovado como novo

farmaco (RATES, 2001).

Estas informacfes revelam a necessidade de se buscar uma
alternativa para superar a dependéncia externa, principalmente quando se
confrontam os altos precos médios praticados no Brasil em comparacdo com
agueles praticados em paises desenvolvidos. Além disso, o grande banco de
informacdes reservado em nosso pais, seja armazenado nas plantas ja identificadas
ou naquelas ainda ndo identificadas, fornece material para ser investigado e
provavelmente deve fornecer muitos produtos com atividade farmacoldgica ou ainda

servir como modelo para a sintese de novos compostos.
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1.2 Reviséo Bibliografica

1.2.1Virola oleifera (Schott)

1.2.1.1 Caracteristicas taxondmicas

A Virola oleifera pertence a familia Myristicaceae, a qual pertence a
ordem Magnoliales, uma das maiores entre as angiospermas (JOLY, 1998).
Segundo Willis (1973) e Romoff e Yoshida (1997), a familia da Myristicaceae é
composta por 18 géneros e abrange em torno de 300 espécies. Entre as espécies
encontradas no continente americano, sdo conhecidas em torno de 60 espécies de
Virola, 30 de Iryanthera, 11 de Compsoneura, 9 Dialyanthera e 1 espécie de
Osteophloeum (ROMOFF e YOSHIDA, 1997). Sao frequentes no Brasil as familias
Virola e Myristica (JOLY, 1998), apresentando em torno de 45 a 60 espécies
(SCHULTES, 1979).

A primeira descricéo e ilustracdo de Virola foram feitas por AUBLET
em 1775. Baseia-se em Virola sebifera, espécie-tipo colhida por ele durante as suas
exploracdes botanicas na Guiana Francesa. Adota para 0 nome geneérico a mesma
nomenclatura vulgar utilizada pelos indios Sinemari para a espécie-tipo e situa o seu
novo género na classe Dioecia Hexandria do sistema sexual de Lineu
(RODRIGUES, 1980).

As plantas desta familia sdo todas lenhosas, arboéreas, raramente
arbustivas, com folhas inteiras, dispostas alternada e disticamente, sem estipulas, de

margem inteira, e de forma oblonga ou eliptica (Fig.1). O seu tamanho é muito
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variavel, as de maior comprimento (50 cm ou mais), ocorrem muito comumente em
Virola decorticans e V. multinervia (RODRIGUES, 1980). Apresentam flores
pequenas, reunidas em densas inflorescéncias, perfeitamente ciclicas,
monoclamideas, de sexo separado. Tépalas em numero de 2 a 5, frequentemente 3.
Estames desde 2 a muito numerosos, concrescidos em uma estrutura central, muitas
vezes disciformes. As folhas séo disticas, simples, alternas. Fruto em geral seco ou
as vezes maior ou menos carnoso, abrindo-se por duas valvas, semente grande,

com arilo fimbriado e caracteristicamente com endosperma ruminado (JOLLY, 1998).

Figura-1: Fotografia da espécie adulta de Virola oleifera (A), evidenciando as suas folhas (B).
(Fonte: Lorenzi, 1998)
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A Virola oleifera, conhecida popularmente como bocuva, bicuiba,
candeia de caboclo, uculba-branca, entre outros, apresenta uma altura que varia de
20 a 30 metros e tronco de 50 a 90 cm de diametro. Apresenta folhas simples de 12
a 24 cm de comprimento. Ocorre na mata pluvial atlantica e distribui-se do sul da
Bahia e Minas Gerais até o nordeste do Rio Grande do Sul. Nestas regides ocorre
nas encostas dos morros, € mais raramente na planicie litoranea, sem preferéncia
de solo (FERRI, 1993). E uma planta semidecidua, helitfita, caracteristica e
exclusiva de floresta pluvial atlantica. Ocorre principalmente no interior da mata
primaria densa, entretanto apresenta alguma regeneracdo natural em capoeiras e
clareiras abertas na mata, o que faz supor tratar-se de espécie pioneira. Produz
anualmente moderada quantidade de sementes viaveis. Floresce principalmente
durante os meses de janeiro a maio e a maturacdo das suas sementes inicia-se no
final de julho, prolongando-se até o final de novembro (LORENZI, 1998).

Desde o descobrimento do Brasil, ja se valorizavam algumas
espécies de Virola como planta util da flora brasileira, sendo as mais utilizadas a V.
surinamensis e V. sebifera, pela producdo do comercialmente conhecido “sebo de
ucuuba”, gordura proveniente das sementes destas espécies, de emprego
tecnologico importante, ainda hoje, na producdo de velas e sabdo. Esta gordura é
formada de acidos graxos saturados (caprico, laurico, miristico, palmitico e
estearico) e insaturados (oléico e linoleico). Dentre os componentes da gordura, se
destaca a trimiristina, um triglicerideo de elevado valor na confec¢cdo de cremes e
sabdes para barba, ou emoliente graxo em inUmeros preparados farmacéuticos. Seu
elevado preco demonstra as necessidades industriais e reflete a intensa procura
para dar maciez e suavidade nas formulas de perfumaria e cosméticos

(RODRIGUES, 1980).
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A madeira da ucuuba é largamente utilizada na fabricacdo de
compensados, e, como consequéncia do processo industrial, permite o uso de

residuos na confeccao de papéis de boa qualidade (RODRIGUES, 1980).

1.2.1.2 Propriedades fitoquimicas e farmacoldgicas de Virola oleifera e outras

plantas do género.

As plantas do género Virola apresentam uma vasta utilizacdo na
medicina popular e alguns trabalhos fitoquimicos e farmacoldgicos ja realizados vém
a comprovar as suas diferentes atividades.

Levantamentos etnobotanicos registraram que cinco ou seis
espécies de Virola sdo utilizadas no preparo de agentes alucinégenos, tendo o
principal composto psicoativo identificado como a triptamina (SCHULTES e
HOLMSTEDT, 1971; SCHULTES, 1979). Em 1973, pesquisadores do Centro Médico
da Universidade de lllinois (LAl et al., 1973), isolaram e identificaram 0os mesmos
alcaléides em V. peruviana, (5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina e N,N-dimetiltriptamina),
confrmando o aspecto alucinbgeno desta planta. Outros compostos foram
identificados nesta planta, como as lignanas (lirioresinol-A, lirioresinol-B), os
esterdides (-sitosterol, campesterol e estigmasterol), e uma mistura de nalcanois
(octacosanol, triacontanol e dotriacontanol) (LAI et al., 1973). Na V. cuspidata, foram
registrados outros alcaldides, identificados como, 6-metoxitetrahidroharmina, e
outros dois em menor proporcdo, 6-metoxiharmina e 6-metoxiharmalina (CASSADY
et al, 1970). Na V. venosa, foi identificado o mesmo alcal6ide encontrado na V.

peruviana, além de outros compostos: a 5-deoxiflavonas nas suas flores, pericarpos
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e folhas, e outras flavonas e lignanas em abundancia ao longo de toda a planta
(KATO et al., 1992).

Na V. surinamensis ndo foi observada a presenca de alcaloides,
apesar da sua utilizacdo em rituais utilizando bebidas alucindgenas (BELOZ, 1992).
A avaliacdo dos Oleos volateis desta planta permitiu a identificacdo de varios
monoterpenos, sesquiterpenos. A concentracdo nas folhas apresentaram um
comportamento sazonal (LOPES et al, 1997). Posteriormente, foi verificado, que
alguns flavondides isolados da sua raiz, apresentavam atividade fungicida (LOPES
et al., 1999a). Mais tarde, os mesmos autores estudaram os Oleos volateis desta
planta (LOPES et al., 1999b), apos verificarem que os indios amazonenses inalavam
o0 vapor obtido das suas folhas para o tratamento da malaria. Identificaram 11
monoterpenos, 11 sesquiterpenos, e 3 fenilpropandides e verificaram que o
sesquiterpeno nerolidol apresentava 100% de inibicdo no crescimento do parasita da
Malaria (Plasmodium falciparum) a uma concentracéo de 100 ng/ml.

Outras novas ligananas e fenilpropandides foram identificadas na V.
pavonis, a 7,7-epoxilignana (FERRI e BARATA, 1991); a 8,4-oxineolignana, a
eusiderin-E, e o0 pavonisol (1-(4-hidroxi-3’,5-dimetoxifenil)-1-metoxi-2-propanol)
(FERRI e BARATA, 1992). As lignanas desidroeugenol, dihidrocarinationol e
carinatidiol foram identificadas pela primeira vez nas folhas de V.carinata (GUARIN
S. et al, 2000), além de diversas neolignanas e lignanas ja identificadas nas folhas,
frutos e casca desta planta (CAVALCANTE et al, 1985; GUARIN S. et al, 2000).

Braz Filho e colaboradores (1977) identificaram novos isoflavondides
(isoflavonas, 2’-hidroxiformononetina e o pterocarpano) nas V. caducifolia, V.
flexuosa, V. multinervia, V. venosa e Osteophleum platyspermum, uma outra espécie

da famila Myristicaceae. Foram identificados também esterdis, e dois novos
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diarilpropandis na V. multinervia, a virolane e a virolanol (GOTTLIEB et al., 1973;
BRAZ FILHO et al., 1973). A flavona isolada da Virola michelli, identificada como
titonina (7,4’-dimetoxi-3’-hidroxiflavona), assim como os produtos da sua acetilagao e
metilacdo apresentaram atividade antiinflamatoria e analgésica, segundo Carvalho et
al. (1999).

Barata e Baker (1973) verificaram que a fracdo hexanica das folhas
de V. surinamensis apresenta quando aplicado topicamente, acdo protetora contra
infeccdo por Schistosomona mansoni,. Sua acdo quimioprofildtica da
esquistossomose esta relacionada com a presenca de uma lignana ainda néo
identificada. As lignanas tetraidrofuranicas, presentes na fracdo diclorometanica
desta planta, mostraram atividade in vitro contra Trypanosoma cruzi, podendo esta
ser utilizada como um aditivo no sangue na profilaxia da doenca de Chagas, ja que a
transfusdo de sangue tem sido considerada uma importante etapa no processo de
transmissdo desta doenca (LOPES et al, 1998). As lignanas 8,4’-oxineolignanas
apresentaram atividade antifingica, provavelmente inibindo a sintese dos polimeros
que constituem a parede celular destes organismos (ZACCHINO et al., 1998).
Martinez V. et al. (1999) identificaram novas lignanas dibenzilbutanos na V. sebifera,
ainda sem atividade comprovada.

Com relacdo a espécie estudada neste trabalho, a V. oleifera, é
amplamente utilizada na medicina popular. O Oleo extraido da semente desta
espécie € utilizado contra dores reumaticas, acessos asmaticos, tumores nas
articulacdes, vermes intestinais, mau halito, hemorroidas e moléstias da pele. A
casca do tronco, quando raspada, produz uma resina que € utilizada contra

hemorragia dos mamilos, hemorrodidas e célicas, além de possuir acdo cicatrizante

de ulceras e feridas crénicas, combater diarréias e hemoptises. Em homeopatia &
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muito Util nas coélicas do estdbmago e intestinais e como ténico e restaurador de
forcas, além de ser utilizado como estimulante cerebral da memoaria e da inteligéncia

(FERNANDES et al., 1993; FERRI, 1993; AZEVEDO, et al., 1997).

Apesar da sua vasta utilizacdo na medicina popular, muito pouco se
conhece com relacdo aos estudos fitoquimicos e muito menos com relacdo as

propriedades terapéuticas dos extratos e compostos desta planta.

Fernandes e colaboradores (1993, 1994), Ferri (1993) e Azevedo e

colaboradores (1997) isolaram e identificaram algumas lignanas, especialmente

OH
1- Oleiferina-A: R1-R2=0CH,0; R3=R4=0OMe
2- Oleiferina-B: R1=R2=0OMe; R3-R4=0CH,0
3- Oleiferina-C: R1-R2=R3-R4= OCH,0
4- Oleiferina-D: R1= OMe; R2=0H; R3-R4=0CH,0
O

Oleiferina-E

0]

\__O
neolignanas, nas folhas desta espécie (Tab.1). Algumas destas substancias ja foram
identificadas anteriormente e outras sao novas, porém nao foram avaliadas quanto

as suas possiveis atividades biolégicas. Os compostos novos identificados foram

oleiferina-A-E.
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Posteriormente, Sartorelli e colaboradores (1998), trabalhando com
esta mesma espécie, encontraram as mesmas lignanas (Tab.1), e outras ainda nao

identificadas. Denominando-as de oleiferina-F a H, além de uma ciclolignana.

C_)H
QH
Me = |/\/
S
~
MeO/Y
OH Oleiferina-G
OMe
HO

OMe
Oleiferina-H

ciclolignana
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Tabela-1: Compostos quimicos encontrados em Virola oleifera e respectivas atividades

farmacoldgicas detectadas para alguns destes compostos.

Composto

Atividade detectada

Referéncia

Galbacin

Detectado anteriormente na
planta Hymantandra baccata.

FERNANDES et al.

(1993)

Eupomatenoide-8

Detectado anteriormente na
planta Eupomatia laurina.
Encontrado neste trabalho na
forma de um cristal e
anteriormente como uma

FERNANDES et al.

(1993)

(+)-aristolignina

Detectado anteriormente na
planta Aristolochia chilensis.
Isolado anteriormente como
um 6leo e desta vez como um

FERNANDES et al.

(1993)

(7R*,85*,8R")-3,4-dimetoxi-3,4-

Fungicida

me-tilenodioxilignana-7-ol (Cladospori-um FERNANDES et al., 1993

(Oleiferina-A)** sphaerosper-mum, C. SARTORELLI et al, 1998
claudosporoides)

(7R*,85*,8'R*)-3-4:3'4'- Fungicida

bis(metilenodioxi)ligha-7-ol (Cladospori-um FERNANDES et al., 1993

(Oleiferina-C) sphaerospermum, SARTORELLI et al, 1998

C. claudosporoides)

(85*,8'R*)-4-hidroxi-3-metoxi-3’,4'-

metilenodioxilignana-7-ona. FERNANDES et al., 1993

(oleiferina-D)

(7a,7'b,8b,8'a)-3-4:3"-4’-bis

(metilenodioxi)-2,7'-cicloliganana- FERNANDES et al., 1993

7-ona (oleiferina-E)

4_—hidroxi-5,3’,4’-trimetoxi -2,7'- SARTORELLI et al, 1998

ciclolignana.

4’-hidroxi-3’-metoxi-3,4- Fungicida

metilenodioxiligna-7-ol (Cladospori-um SARTORELL! et al. 1998

(oleiferina-F) sphaerospermum, C. '
claudosporoides)

4’-hidroxi-3,4,-3'-trimetoxiligna-7-ol Fungicida

(oleiferina-G) (Cladospori-um SARTORELLI et al, 1998
sphaerospermum, C.
claudosporoides)

4’-hidroxi-3,4,-3'-trimetoxiligna-7-ol Fungicida

(oleiferina-H) (Cladospori-um SARTORELLI et al, 1998

sphaerospermum, C.
claudosporoides)

** Oleiferina B: o isdmero de oleiferina-A, com a rotacdo dextro.

Sartorelli e colaboradores (1998) verificaram que algumas das

lignanas presentes nesta espécie apresentavam atividade fungicida contra o fungo

saprofago Cladosporium sphaerospermun a uma concentracdo minima de 0,25 ny.

Demonstraram ambém que outras lignanas ja identificadas em trabalhos anteriores

apresentaram atividade fungicida contra o fungo patogénico C. claudosporoides, a
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uma concentracdo minima de 10 ny. Considerando que a concentracdo minima

apresentada por outros fungicidas conhecidos e utilizada como controle neste
trabalho foram inferiores em até 25 vezes, talvez, estes compostos ndo tenham uma
aplicacdo muito promissora nesta area farmacoldgica, mas a sua utilizacdo na
bioguimica ecologica, favorecendo alguns microorganismos para a sua
decomposicdo apds a queda dos seus frutos no chéo, € um processo a ser discutido

(SARTORELLI et al., 1998).

1.2.2 Hyeronima alchorneoides (Allemao)

1.2.2.1 Caracteristicas taxond6micas

A planta Hyeronima alchorneoides pertence a familia
Euphorbiaceae, incluida na ordem Geraniales, e compreende uma das maiores
familias das dicotileddneas, apresentando cerca de 290 géneros e 7500 espécies,
distribuidas em todo o mundo, principalmente nas regides tropicais. Os maiores
centros de dispersdo encontram-se nas Américas e na Africa, sendo muito bem
representada na flora brasileira (JOLY, 1998).

Sao plantas de hébito bastante variado, existindo como ervas,
subarbustos, arvores e também trepadeiras, com folhas alternas inteiras ou partidas,
em geral com estipulas latescentes ou ndo. As flores sdo sempre de sexo
separadas, em geral monoclamideas, podendo ocorrer as diclamideas em plantas

monaicas, reunidas em inflorescéncias muito variadas, em geral do tipo cacho.
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Esta familia inclui muitas plantas Gteis ao homem, dentre as quais
destacam-se 0 Ricinus communis L. (mamona), originaria da regido norte africana,
com sementes ricas em 06leo (6leo de ricino); a Aleurites iordi (tungue) e a Aleurites
moluccana (nogueira de Iguape ou a nogueira da India), as quais apresentam
sementes que produzem oOleo industrial. Pertence também a esta familia, a
seringueira da Amazobnia (Hevea brasiliensis), a maior produtora de borracha
extensamente cultivada na Malasia e Indonésia, destaca-se também a manicoba do
nordeste, produtora de borracha (JOLY, 1998).

A espécie Hyeronima alchorneoides é popularmente conhecida
como lucurana em Santa Catarina, e por outros nomes em outras regides:
margoncalo, goiabeira-brava, abacateiro, quina-vermelha, entre outros (LORENZI,

1998).

Sao arvores que apresentam entre 20 a 30m de altura, com troncos
de 50-70cm de didametro e folhas simples de 9 a 20cm de comprimento (LORENZI,
1998) (Fig.2). Apresenta uma vasta distribuicdo desde a Amazonia até o nordeste do
Rio Grande do Sul, sendo, entretanto, mais frequente na floresta ombrofila densa da
encosta atlantica do Brasil. Apresenta florescéncia durante os meses de outubro-
dezembro podendo extender-se até janeiro e 0s seus frutos amadurecem nos meses

de janeiro a abril (LORENZI, 1998).
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Figura-2: Fotografia da espécie adulta de Hyeronima alchorneoides (A), e as suas folhas em
destaque (B). (Fonte: LORENZI, 1998)

1.3.2.2 Propriedades fitoquimicas e farmacolégicas de Hyeronima

alchorneoides e outras plantas da familia Euphorbiaceae.

Varias euphorbidceas séo utilizadas como plantas medicinais, sendo
as mais conhecidas as chamadas quebra-pedras (Phyllanthus). Deste mesmo
género foram comprovadas varias atividades biolégicas, como analgésica,
antiinflamatéria, antialérgica, entre outros (CALIXTO et al., 1998).

Varios trabalhos foram desenvolvidos utilizando exemplares desta

familia. Como exemplo, podemos citar a atividade analgésica (MEYRE-SILVA et al.,
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1998); bactericida (LOCHER et al., 1995) e fungicida (LOCHER et al., 1996) no
género Aleurites. Efeitos analgésicos também foram observados nos extratos das
folhas e raizes de Sebastiana schottiana, relacionados com a presenca de
triterpenos (GAERTNER et al., 1999).

As plantas do género Croton, incluida nesta mesma familia
(Euphorbiaceae), sdo também bastante utilizadas na medicina popular e da mesma
forma tem sido muito estudada por diversos grupos de trabalho abordando aspectos
fitoquimicos. Os extratos de C. cajucara comprovaram atividade antinociceptiva
(CAMPOS et al.,, 2002) e antigenotoxica (AGNER et al., 2001). Foram também
comprovadas atividades antidiarréicas a partir dos extratos de C. urucurana
(GURGEL et al, 2001); anticancerigenos, dos extratos de C. oblongifolius
(ROENGSUMRAN et al., 2002); antimicrobiana, dos extratos de C. stellulifer
(MARTINS et al., 2000) e atividade antiviral dos extratos de C lechleri (WILLIANS,

2001).

O género Hyeronima, apesar de pertencer a uma familia
tradicionalmente bastante utilizada pela medicina popular e algumas com
comprovacgao cientifica, até o momento apresenta poucos trabalhos fitoquimicos

para este género.

O primeiro trabalho fitoquimico relacionado com a espécie H.
alchorneoides, aborda um levantamento fitoquimico das suas folhas e raizes,
coletado das florestas da Guiana Francesa, na qual é isolado e identificado a partir
das suas folhas um raro butenolideo, o arquilegiolide’o, além dos triterpenos

conhecidos: lupeol, estigmasterol e sitosterol (TINTO et al., 1991).
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Das raizes desta espécie foram isolados recentemente, dois novos
compostos, denominados de hyeronimona e 0 seu respectivo acetato.
Posteriormente, foi identificado o seu precursor, a antidesmona, identificado em mais
de 20 espécies da subtribo Antideminae, que inclui o género (BUSKE et al., 2002).
Atualmente, a antidesmona esta sendo utilizada na quimiotaxonomia das plantas

desta subtribo.

arquilegiolideo

antidesmona

R=H =>» hyeronimona
R = Ac = acetato de hyeronimona
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2 OBJETIVOS

A utllizacdo das folhas e cascas do caule da Virola oleifera no

combate as coélicas intestinais e dores de estomago (FERNANDES, 1993) e a

utilizacdo das folhas de Hyeronima alchorneoides, no combate a enxaqueca, a

auséncia de trabalhos cientificos comprovando estas atividades farmacoldgicas,

além da auséncia de levantamento fitoquimico destas plantas, relacionadas a estas

atividades, nos motivaram a apresentar como objetivo principal deste trabalho a

investigacado fitoquimica e farmacologica das folhas das plantas Virola oleifera e

Hyeronima alchorneoides, tendo como objetivos especificos, os seguintes topicos:

1. Realizar testes farmacolégicos com os diferentes extratos das plantas como
indicativo dos estudos quimicos;

2. Isolar os compostos majoritarios das plantas selecionadas através de métodos
cromatograficos; priorizando aqueles extratos com maior atividade
farmacoldgica;

3. Identificar os compostos isolados através de métodos espectrométricos (IV,
UV, EM, RMN *H e *3C);

4. Realizar testes farmacoldgicos nos compostos puros identificados;

5. Realizar modificagGes estruturais em pelo menos um composto ativo isolado;

6. Realizar testes farmacoldgicos nos compostos modificados estruturalmente,

com o intuito de obter compostos mais potentes e seletivos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta do material

As folhas das plantas Virola oleifera e Hyeronima alchorneoides,
utilizadas neste trabalho foram coletadas em setembro de 1999, no Morro do Bau,
localizado no municipio de Ilhota (SC). As plantas foram identificadas pelo Prof. Dr.
Ademir Reis, do Departamento de Botanica da UFSC, e as exsicatas estao
depositadas no Herbarium Barbosa Rodrigues (Itajai), com as seguintes

identificagcbes: VC Filho 019, para V.oleifera, e VC Filho 020, para H. alchorneoides.

3.2 Procedimentos analiticos

Os procedimentos analiticos normalmente utilizados para uma
abordagem fitoquimica englobam diversas etapas, as quais consistem no preparo
dos diferentes extratos, seguidos dos procedimentos cromatograficos para a
purificacdo das fracdes e uma combinacdo de diferentes métodos espectrométricos
para a elucidagéo estrutural do composto purificado descritos em Cechinel Filho e
Yunes (1998) e Falkenberg et al. (1999). Todas estas etapas sdo acompanhadas
paralelamente pelos testes biol6gicos, o0s quais muitas vezes direcionam o

andamento do processo analitico.
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As técnicas experimentais adotadas neste trabalho para as andlises
fitoquimicas de Virola oleifera e Hyeronima alchorneoides, bem como a sequiéncia
analitica adotada, seguem as metodologias descritas anteriormente (HAMBURGER
e HOSTETTMANN, 1991; CECHINEL FILHO e YUNES, 1998) e estao

esquematizados na Figura-3 e resumidos a seguir:

Folhas de Virola oleiferae

Hyeronima alchorneoides

Macerac@o em metanol (10 dias)

Extrato

-— | metandlico

Suspensdo em agua e
Testes partigéo liquido-liquido
Biolégicos \ com hexano
Extrato residuo
\ \ Hexano partigdo liquido-liquido

L com diclorometano

Extrato I residuo I

diclorometano

particdo liquido liquido
Procedimentos com acetato de etila
cromatograficos
Extrato residuo I
Acetato de etil

Compostos
puros Tecnicas Elucidacéo
espectrométricas estrutural
Modificacéo
estrutural

Figura-3: Esquema da analise fitoquimica desenvolvida com as folhas das plantas de Virola
oleifera e Hyeronima alchorneoides.

1. As folhas da V. oleifera e H. alchorneoides foram cortadas em pequenos pedacos
e maceradas separadamente, durante dez dias em metanol P.A., a temperatura
ambiente. Os solventes foram evaporados sob pressdo reduzida a 60°C até

100ml, obtendo-se os respectivos extratos metandlicos.
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2. Foram realizadas particdes liquido-liquido nos extratos metandlicos brutos, com
solventes de polaridades crescentes, utilizando-se, hexano, diclorometano e
acetato de etila, visando uma semipurificacdo das substancias através de suas
diferentes polaridades. Os solventes foram evaporados sob presséo reduzida,
resultando nos respectivos extratos.

3. Foram realizados testes farmacolégicos do extrato metandlico bruto e dos
extratos semipurificados, para verificar possivel atividade analgésica e indicar o
direcionamento das etapas posteriores. O teste farmacolégico realizado foi o
modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos
(10mg/Kg), segundo recomendacdes descritas em Collier et al. (1968).

4. Os extratos semipurificados, que apresentaram atividade positiva nos testes
farmacoldgicos, foram selecionados para serem submetidos aos procedimentos
cromatogréficos, visando o isolamento e a elucidagéo estrutural dos principios
ativos, na forma de compostos puros. Para este procedimento, foram adotadas
técnicas de cromatografia de coluna, com silica gel (tamanho entre 0,063 a
0,200mm e didametro) como fase estacionaria. A fase médvel foi variavel em
funcdo das polaridades de cada fracdo, e em cada coluna foi empregada uma
mistura de solventes de modo a passar solventes com polaridades crescentes.
Para as fracdes hexano e diclorometano foram utilizadas misturas de hexano e
acetato de etila, em propor¢cdes crescentes, aumentando a polaridade do
solvente. Ja para a fracdo de acetato de etila, foi utilizada como fase movel, uma
solucdo com diferentes proporcdes de cloroférmio e metanol, proporcionando
eluentes com polaridades crescentes.

5. As fracdes obtidas foram todas cromatografadas por cromatografia em camada

delgada (CCD). As fracbes que apresentaram purificacdo na primeira
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cromatografia foram isoladas para a sua elucidagdo; e aquelas que
demonstraram perfis semelhantes foram combinados e recromatografados,
utilizando cromatografia de coluna, porém com eluentes diferentes, determinados
pela CCD.

6. Os compostos purificados foram submetidos a diferentes técnicas de
espectrometria na tentativa de elucidar a sua estrutura quimica, utilizando para
isso a IV, RMN-'H, RMN-*C, e técnicas mais sofisticadas de RMN, como o
COSY e HETCOR.

7. Os compostos purificados e identificados foram submetidos a novos testes

farmacologicos para verificar e confirmar a sua atividade analgésica.

3.3 Modificacdes estruturais

3.3.1 Reacdes de hidrolise

A reacdo de hidrélise foi realizada com a mistura dos dois
flavonoides glicosilados: a astilbina e a quercitrina. Estes compostos foram isolados
como uma mistura na fracao acetato de etila das folhas de Virola oleifera, e a reacéo

de hidrdlise foi realizada para confirmar a presenca destes compostos.

A hidrdlise foi realizada utilizando 2mg desta mistura de flavondides
glicosilados, adicionando 1ml de HCI (1N) e deixados em refluxo por 30 minutos.
Apods o resfriamento foram adicionados 5ml de agua destilada e os compostos
agliconas foram extraidos com acetato de etila, e o solvente evaporado. As reacoes

foram comprovadas através de CCD, utilizando padrdes auténticos de quercetina e
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taxifolina, produtos da hidrélise. As reacdes de hidrélise sdo demonstradas nos

esquemas abaixo.

HCI (1N)

refluxo

HO,
HCI (1N) O
—_—>
refluxo

OH O

OH

O_
) OH
CH,

ASTILBINA (6)

TAXIFOLINA (7)

3.3.2 Reagles de acetilacéo

A quercetina resultado da reacdo de hidrolise, descrita
anteriormente, foi submetida a acetilagdo com anidrido acético e piridina (MATOS,
1997). Para obter os flavondéides acetilados, foi utilizada a quercetina comercial
(MARCA Sigma, com 98% de grau de pureza). 400mg de quercetina foram
dissolvidos em 4ml de piridina e 2ml de anidrido acético. Esta solucéo foi colocada
em banho-maria a aproximadamente 70°C, durante 3 horas, com agitacdo ocasional.
Apos o resfriamento, foi adicionada a esta mistura 50ml de agua com gelo, deixado

por 30 minutos. O acetato cristalizado foi removido por filtracdo. O composto foi
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recristalizado em metanol:cloroformio (5:1). A pureza foi verificada através do CCD.

A reacdo de acetilacdo da quercetina esta representada no esquema a seguir.

Ac20/Piridina

0
OCOCH;,

QUERCETINA (5)
QUERCETINA PENTA-ACETILADA (8)

3.3.3 Reacgdes de metilacao

A quercetina (5) foi submetida a reacdo de metilagdo através da
dissolucdo em acetona seca adicionado o carbonato de sédio e o sulfato de dimetila,
este Ultimo adicionado estequiometricamente na propor¢cdo de um grupo hidroxila
para cada metila (KUPCHAN e BAUERSCHMIDT, 1971; MALAN e ROUX, 1979).
600mg de quercetina foram misturados com 6g de K,COs, 5ml de (CH3)>SO,4 e 40ml
de acetona seca, deixado em refluxo por 130 horas. Depois de resfriado, o
precipitado foi filtrado, lavado com acetona e o solvente evaporado. Os compostos
metilados foram purificados por CC, utilizando silica-gel como fase estacionéaria e
uma mistura de CHCl;: MeOH em propor¢cdes crescentes como fase movel. As

fracoes foram recolhidas em frascos de 10ml, e reunidas de acordo com o seu perfil
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cromatografico, acompanhado através de CCD. (IV, RMN-! e RMN-3C). As

possiveis reacdes sao apresentadas no esquema a seguir.

3.4 Testes farmacologicos

Os testes farmacoldgicos realizados neste trabalho abordam os
testes para a avaliagdo da atividade analgésica através do modelo das contor¢des
abdominais induzidas pelo acido acético 0,6%, administrado intraperitonealmente em
camundongos (COLLIER et al., 1968).

Os animais utilizados para este teste foram camundongos machos

Swiss Webster, com peso entre 25 e 30g, mantidos a temperatura ambiental
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controlada (23 + 2°C), sob um ciclo claro-escuro de luz de 12 horas. Agua e

alimentacao foram fornecidas livremente, exceto durante os testes farmacoldgicos.

Segundo este modelo, as respostas nociceptivas induzidas pela
injecdo intraperitoneal do &acido acético (0,6%), consistem nas contragfes da
musculatura abdominal seguida da extensdo de uma das patas posteriores
(COLLIER et al, 1968; SANTOS et al, 1995). Para avaliar a atividade
antinociceptiva, os animais foram pré-tratados com injecdo intraperitoneal dos
extratos semipurificados ou compostos purificados ou 0s compostos resultados das
modificacbes estruturais, 30 minutos antes da injecdo do &cido acético. Os
compostos purificados foram injetados na concentracdo de 1mg/ml e os extratos
semipurificados (metandlico, hexano, diclorometano e acetato de etila) a uma
concentragéo de 10mg/ml. Estas solu¢des foram injetadas no animal de acordo com
0 seu peso, em volumes que oscilaram entre 0,25 a 0,30ml para cada animal,
resultando na dose de 10mg/kg do animal.

Apés a injecdo dos extratos ou dos compostos, 0s animais foram
separados em campanulas de vidro individuais e quantificados acumulativamente o
namero de contor¢cbes abdominais durante um periodo de 20 minutos. Estes valores
foram comparados ao animal controle, no qual foi injetado em substituicdo aos
extratos e/ou compostos, um volume conhecido de dgua e DMSO (dimetilsulféxido),
este dtimo utilizado para diluir os extratos e os compostos injetados. A atividade
antinociceptiva foi determinada em funcdo do numero de inibicbes das contor¢des
abdominais observados entre o animal controle e os animais injetados com o0s
extratos e/ou compostos, observados durante 0s primeiros vinte minutos e
expressas em porcentagem de inibigdo. Todos o0s resultados apresentados

expressam um valor médio, resultado de aproximadamente 6 camundongos.
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A avaliacdo da dose-dependéncia dos compostos que apresentaram
atividade analgésica positiva foi realizada com a injecdo de doses variadas deste
composto no animal, seguindo os mesmos procedimentos descritos acima. Para os
compostos que apresentaram uma resposta dose-dependente, foi possivel calcular a
Dlsp (dose do composto capaz de reduzir em 50% a resposta analgésica, quando
comparado ao animal controle). Estes valores foram calculados através da
regressao linear obtido do conjunto de dados obtidos para cada composto,
considerando os valores médios de cada resposta e os respectivos desvios padréo.
Com os valores de Dl foi possivel a comparacdo com outros compostos ou

farmacos tradicionalmente utilizados para esta atividade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fitoquimica das folhas de Virola oleifera

4.1.1 Obtencao dos extratos das folhas de Virola oleifera

As folhas de Virola oleifera, coletadas em setembro de 1999, foram
secas a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 dias, cortadas em
pequenos pedacos e pesados, obtendo 523,69 de peso das folhas secas. Estas
folhas foram maceradas em metanol P.A. durante dez dias aproximadamente, a
temperatura ambiente. O solvente foi evaporado sob presséo reduzida a 60°C até
reduzir a 100ml, denominado de extrato metandlico. Deste extrato foi retirada uma
aliquota de 1ml, separado, seco a temperatura ambiente, e pesado. Este peso foi
utilizado para estimar o peso do extrato metandlico total, obtendo-se uma massa de
69,69 para todo o extrato metandlico, correspondendo a um rendimento de 13,3%,

em relag&o ao peso das folhas secas.

O extrato metandlico foi submetido a sucessivas particbes liquido-
liquido utilizando nhexano (9 x 200ml), diclorometano (4 x 200ml) e acetato de etila
(6x200ml), visando uma semipurificacdo das substancias através das suas
diferentes polaridades. Os solventes foram entdo evaporados sob presséo reduzida,
secos e pesados. As massas e 0s respectivos rendimentos obtidos s&o

apresentados na Tabela-2.
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Tabela-2: Distribuicdo das massas e rendimentos obtidos dos extratos metanélicos, hexanico,
diclorometanico e acetato de etila, das folhas de Virola oleifera.

Rendimento (%)*

Extrato Massa (9) Sobre o extrato  Sobre o peso seco
metandlico das folhas
Metandlico 69,6 100 13,3
Hexanico 27,7 39,8 5,3
diclorometanico 3,8 54 0,7
Acetato de etila 16,6 23,8 3,2
total 48,1 69,0 9,2

*Os rendimentos foram calculados em relagdo ao extrato metandlico e em relagao
ao peso seco das folhas.

Observa-se que os maiores rendimentos foram obtidos para as
fracdo hexanicos (40%) e acetato de etila (24%) e a menor fracdo para o extrato
diclorometanico (5%), cuja polaridade é intermedidria aos dois extratos de maior
rendimento. A fracdo mais polar, aquosa, foi descartada por conter somente
acucares, verificados por CCD (MATOS, 1997). Estes resultados podem estar
indicando que nestas folhas, os compostos majoritarios devem apresentar
caracteristicas de polaridades extremas, sendo ou muito apolares (esteroides,
acidos graxos, terpenos, hidrocarbonetos) ou muito polares (flavondides, taninos,
xantonas e compostos fenolicos em geral) (CECHINEL FILHO e YUNES, 2001).
Além do rendimento obtido pela fracdo diclorometano ser muito baixo, o perfil de
distribuicdo dos compostos majoritarios, revela uma semelhanca entre os extratos
hexano e diclorometano (Figura-4), sendo que apenas alguns compostos mais
apolares estdo presentes no extrato hexanico, sem 0sS mesmos aparecerem no
extrato do diclorometano, justificando desta forma, o baixo rendimento obtido no
extrato diclorometanico. Estes resultados mostram que, para estudos posteriores
nesta mesma planta (folhas), a extracdo da fase de diclorometano poderia ser
eliminada, visando um trabalho mais rapido sem a perda dos compostos

majoritarios.
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t ey A = extrato hexano

lig!]

Figura-4: Cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos hexéanico (A) e
diclorometanico (B), das folhas de Virola oleifera. Utilizado como eluente uma mistura de
hexano e acetato de etila (8:2), e como revelador uma solucédo de anisaldeido sulfarico a 110°C.

B = extrato diclorometano
C = Oleiferina-B
D = Oleiferina-C

4.1.2 Isolamento e identificacdo dos compostos majoritarios das folhas de

Virola oleifera.

4.1.2.1 Fracao Hexano

Parte do extrato hexano (1,5g) foi separado para a purificagdo dos
diferentes compostos através da cromatografia de coluna utilizando silica gel como
fase estacionaria e como eluente, uma mistura de hexano e acetato de etila em
diferentes proporcfes constituindo um sistema de polaridades crescentes até obter
um eluente a 100% de acetato de etila. As fracdes foram coletadas em frascos de 10
ml e a sua pureza verificada através de cromatografia de camada delgada (CCD). As
fracbes que apresentaram perfis semelhantes foram combinadas e
recromatografadas utilizando diferentes eluentes, selecionados de acordo com o

perfil apresentado pelo CCD. Quando o cromatograma apresentava um Unico
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composto, este foi isolado pesado e identificado através da combinagéo de diversos
métodos espectrométricos de IV, *H-RMN e *C-RMN para a sua identificacéo.

O extrato hexanico nos forneceu apenas um Unico composto
purificado, apesar de sucessivas cromatografias, o qual foi identificado como sendo
a neo-lignana Oleiferina-B (1), através dos métodos espectrométricos e
comparagbes com o0s espectros publicados (FERNANDES et al., 1993; FERRI,

1993).

4.1.2.1.1 Oleiferina-B (1)

A neolignana oleiferina-B (1) foi obtida da fracdo hexano das folhas
de Virola oleifera, na forma de um 6leo, em torno de 38,2mg, estimando para toda
fracdo hexano a quantidade presente deste composto sera de 705mg, o que
corresponde a um rendimento de aproximadamente 2,5% em relacdo ao extrato

hexanico, 1,0% em relacdo ao extrato metandlico bruto e apenas 0,13% em relacéo
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ao peso seco das folhas. A identificacdo deste composto foi realizada através da

anélise dos espectros de RMN-H e RMN-'3C (Figuras 5 e 6).

O espectro de RMN-'H (Fig-5 e Tabela-3) se caracteriza pela
presenca de varios prétons aromaticos (d ~ 6ppm) e grupo metilas blindados €
menores que 2ppm). Os deslocamentos observados em d 0,78 (dubleto J=6,6Hz) e
1,02ppm (dubleto J = 6,8Hz) foram atribuidos respectivamente aos grupos metilas
de C-8 e C-8 e os multipletos localizados em d 1,51 e 1,77ppm, atribuidos aos
metinos H8’ e H8, respectivamente, corroborando com os diversos acoplamentos
sofridos por este proton com os seus vizinhos (grupos metilas de C-9; metileno de C-

7 e ainda os préprios acoplamentos entre os prétons de C8).
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Figura-5: Espectro de RMN'H (300MHz, CDCIl3) de Oleiferina-B (1), isolado da fracdo hexanica
das folhas de Virola oleifera. Expansao da regido dos préotons da metila e os aromaticos.
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Tabela-3: Dados do espectro de RMN-'H da oleiferina-B, obtido do extrato hexanico das folhas
de Virola oleifera, comparados aos dados descritos na literatura.

Referéncia* Este trabalho
Hidrogénio (300 MHz, CCly) (300 MHz, CDCl3)
d J (Hz2) d J (Hz)
Me-8 0,93 6,7 1,02 d6,8
Me-8' 0,77 6,7 0,78 d 6,6
OH 1,4 s (largo) 1,3 S
H-8' 1,52 m 1,51 m
H-8 1,62 m 1,77 m
H-7’ 2,30 dd 6,8; 13,8 2,4 dd 6,5
H-7’ 2,38 dd 9,1; 13,8 2,4 dd 6,5
H-7 4,27 d 8,5 4,39 d 8,88
OMe-3 3,79 s 3,88 S
OMe-4 3,70 s 3,79 s
H-5 6,55 d9,0 6,80 dsg,1l
H-5' 6,64 ds,zl 6,77 d 8,2
H-6 6,37 dd 8,0 6,67 m
H-6' 6,55 dd 9,0 6,73 d 8,24
H-2 6,35 S 6,45 S
H-2' 6,59 S 6,78 S

* FERRI, 1993; FERNANDES et al., 1993.

O espectro de RMN-3C APT (Tabela-4 e Figura-6) mostra os
deslocamentos observados para os carbonos de Oleiferina-B. Observa-se a
presenca de carbonos aromaticos cujos deslocamentos se apresentam proximos de
d=128,5ppm (SILVERSTEIN et al., 1994). Comparando este espectro com o0s da
literatura (FERRI, 1993 e FERNANDES et al., 1993) observa-se apenas pequenas
diferencas nos deslocamentos (menores que 0,5ppm) os quais podem ser atribuidas
aos diferentes solventes utilizados.

Observa-se a presenca de um grupo 3',4’-metilenodioxifenil d 147,3
e 145,8ppm) atribuidos aos carbonos C-3' e C-4', respectivamente; além do
grupamento 3,4-dimetoxifenil @ 149,2 e 148,3ppm) atribuidos aos carbonos C-3 e
C-4, respectivamente. Os demais deslocamentos conferem perfeitamente aos
descritos na literatura, confirmando ser o composto Oleiferina-B, denominado

também de (7R*,8S*, 8'R*)-3,4-dimetoxi-3’-4’'metilenodioxilignan-7-ol.
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Figura-6: Espectro de RMN-°C e APT (CDCl3, 75MHz) de oleiferina-B (1), isolado da fragéo
hexanico das folhas de Virola oleifera.
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Tabela-4: Dados do espectro de RMN-'*C da oleiferina-B, obtido do extrato hexanico das folhas
de Virola oleifera, comparados aos dados apresentados na literatura.

d- d- Este
Referéncia* trabalho
Carbono (75 MHz,  (75MHz,
CCly) CDCl3)
1 136,6 136,3
2 109,4 109,2
3 149,5 149,2
4 148,6 148,3
5 111,0 110,6
6 118,6 119,2
7 77,1 78,1
8 41,2 41,3
9 9,3 9,6
1 134,3 134,9
2 108,9 108,9
3 1471 147,3
4 145,2 145,8
5 107,2 107,8
6’ 121,3 121,7
7 41,2 41,4
8’ 35,0 35,2
9 14,6 14,2
OCHs-3 55,2 55,9
OCHs-4 54,9 55,7
OCH,0 100,1 100,6

*FERRI, 1993; FERNANDES et al., 1993.

3.1.2.2 Fracéo diclorometanico

Uma parte do extrato diclorometano (1,5g) foi cromatografada em
CC, utilizando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano-acetato de
etila como eluente. As propor¢cdes destes eluentes foram preparadas a partir de
100% de hexano até obter 100% de acetato de etila, obtendo-se assim, gradientes
crescentes de polaridade. A primeira CC forneceu um composto purificado, e o
restante foi agrupado para serem recromatografados como descrito anteriormente
para o extrato hexanico. No entanto, ndo se obteve mais nenhum composto

purificado a partir deste extrato. O composto isolado foi identificado posteriormente
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como oleiferina-C (2), segundo os dados espectrométricos de RMN-'H (Tabela-5,
Figura-7) e RMN-3C e DEPT (Tabela-6, Figura-10), comparados aos dados da

literatura (FERNANDES et al., 1993).

3.1.2.2.1 Oleiferina-C (2)

@ ®)

A fracdo de diclorometano nos forneceu 28mg de oleiferina-C (2),
extrapolando para toda a fracdo, isto corresponde a 70,9mg deste composto,
representando 1,86% desta fracdo, e apenas 0,1% da fracdo metandlica bruta, ou
ainda 0,0135% do peso das folhas secas de Virola oleifera, 10 vezes menos que a
concentragdo observada para a oleiferina-B. Deve-se, no entanto, salientar que a
porcentagem deste composto nas folhas desta planta deve ser maior, considerando
qgue através de CCD, foi observada a presenca deste composto também na fracédo
hexanica, o qual ndo foi contabilizado nestes célculos, além das pequenas perdas
observadas durante a execuc¢ao da CC.

A oleiferina-C (2), uma neo-lignana com o mesmo precursor da
oleiferina-B, foi identificado pela primeira vez como produto natural a partir das
folhas desta espécie (FERRI, 1993), tendo sido, porém sintetizado anteriormente a

partir da ()-austrobailignana, também uma neolignana, isolada como produto natural
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de Saururus cernuus (RAO e RAO, 1990). Além disso, foi verificado que compostos
gue apresentam diarilpropanéides como precursores sao bastante comuns nas
espécies do género Virola (GOTTLIEB et al., 1973; CAVALCANTE et al., 1985;
GUARIN, et al., 2000 e MARTINEZ et al., 1999). Recentemente este composto foi
identificado também no caule de Talauma ovata, uma magnoliaceae, associado a
outras neolignanas, (STEFANELLO et al., 2002), sendo esta, a primeira ocorréncia
destes compostos em espécies ndo pertencentes a familia Myristicaceae.

A identificacdo deste composto foi realizada através de comparacao
dos espectros de RMN-'H e RMN-*C em comparacdo com os publicados na

literatura (FERRI, 1993 e FERNANDES et al., 1993).

Tabela-5: Dados do espectro de RMN-'H da oleiferina-C, obtido do extrato diclorometanico das
folhas de Virola oleifera, comparados aos dados descritos na literatura.

HIDROGENIO Referéncia* Este trabalho
(300MHz, CCl4) (300 MHz, CDCl3)
d J (Hz) d J (Hz)
Me-8' 0,76 d6,9 0,76 d6,8
Me-8 0,92 d6,9 1,0 d6,8
OH 1,29 S 1,25 ?
H-8' 1,54 m 1,58 m
H-8 1,62 m 1,75 m
H-7' 2.3 dd 6,9; 13,5 2,36 dd 7,39; 13,7
H-7 2,45 dd 8,1; 13,5 2,44 dd 8,15; 13,6
H-7 4,33 dsg,1 4,38 d9,0
OCH,0-3-4 5,94 d12,3
OCH,0-3'-4' 5,94 d12,3
H5-H5’ 6,71 dd 8,2
H6-H6’ 6,45 m
H2-H2' 6,68 m

* FERRI, 1993; FERNANDES et al., 1993.

Os espectros de RMN-'H (Tabela-5, Figura-7, 8 e 9) e RMN-C
(Tabela-6; Figura-10) deste composto foram bastante similares ao apresentado para
a oleiferina-B, em funcdo das semelhancas estruturais destes dois compostos, o que

ja era esperado, facilitando desta forma a sua identificagdo. Nos procedimentos
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analiticos, porém, o primeiro composto isolado foi a oleiferina-C, posteriormente foi
isolada a oleiferina-B, assim a dificuldade foi na identificacdo deste composto, o que

nos levou a realizacdo de varios espectros de correlagdo (2D), discutidos a seguir
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Figura-7: Espectro de RMN-"H (300MHz, CDCIl3) de oleiferina-C isolada da fragcdo diclorometano
das folhas de Virola oleifera. Expansdo da regido dos pr6tons de metila (1,0~0,5ppm) , da
regido dos prétons alifaticos (4,5~1,2ppm) e da regido dos protons aromaticos {,0~6,0ppm).
Deslocamentos expressos em ppm e Hz na area expandida (300MHz, TMS como padrao
interno).
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O espectro de RMN-'H revela os mesmos grupos identificados para

oleiferina-B: os dubletos observados em campo baixo d0,76 (J=6,8Hz) e 1,0ppm
(J=6,8Hz) atribuidos aos grupos metilas Me-8 e Me8, respectivamente. O singleto
observado a d 1,25ppm, atribuido ao grupo alcodlico OH ligado ao C-7; os
multipletos observados em d 1,58 e 1,75ppm, atribuidos aos protons metinicos H-8’

e H-8, respectivamente.
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Figura-8: Espectro de RMN &H-lH)-COSY (300MHz, CDCI3) da oleiferina-C, isolada da fracéo
diclorometano das folhas de Virola oleifera.

O espectro homonuclear (*H - H) COSY (Figura-8) mostra as
correlagbes existentes entre estes protons, permitindo uma identificacdo mais

precisa dos mesmos.
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Partindo do deslocamento observado para o OH-alcodlico

(d1,29ppm), observamos um forte acoplamento deste préton e Me-8 (d1,0ppm) e um
outro acoplamento mais fraco com Me-8' d 0,76ppm). O proton H8 (d 1,75ppm)
mostra um acoplamento com o Me-8, mas ndo apresenta um acoplamento com a
metila-8’, identificando o seu deslocamento. O proton H-8' (d1,58ppm), por outro
lado, apresenta um acoplamento com os dois prétons de H7' d 2,36 e 2,44ppm),
mas ndo apresenta um acoplamento com H-7 (d 4,38ppm). Conferindo os
deslocamentos dos prétons alifaticos. Evidencia também a contaminag¢édo observada

entre os deslocamentos d 3,5 e 4,0ppm, sem acoplamento com outros prétons.

Os protons aromaticos foram identificados através do espectro de
(*H-H)-COSY, da regido aromatica expandida (Figura-9) e dos deslocamentos
observados para a oleiferina-A (3) (pagina 42), descrita por Ferri (1993). No espectro
de correlacdo, observa-se que existem trés grupos de prétons, além do grupamento
metilenodioxido, provavelmente os prétons estejam sobrepostos em funcdo das
semelhancas na sua vizinhanca. Observou-se um acoplamento entre os prétons com
deslocamento em d 5,94ppm (d J=12,3Hz) com o multipleto d 6,45ppm e com os
prétons com deslocamento em d 6,68ppm, mas nao foram observados acoplamentos
com o grupamento de prétons em d 6,71ppm. Desta forma atribuiu-se aos protons
metildioxido o d5,94ppm; d 6,45ppm aos protons H-2 e H-2’; d 6,68ppm aos protons
H-5 e H-5" e d 6,71ppm aos protons H-6 e H-6". Assim observa-se forte acoplamento
entre H5’ e H-6, o qual acopla-se também com H-2, bem como H-5’' com H-6’ e este
com o H-2' (Figura-9). Segundo Ferri (1993), ndo foram observadas correlacdes
entre os prétons do grupamento metildioxido e os demais prétons aromaticos, como

observado neste espectro. Porém, observa-se que estes acoplamentos sdo mais
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fracos que os acoplamentos observados entre os protons aromaticos, justificando

estas diferencas.
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Figura-9: Espectro de COSY ampliado para a regido dos deslocamentos dos prétolns
aroméaticos observados para a oleiferina-C, isolado das folhas de O. virolae as correlagdes "H-
'H observadas representadas na estrutura de Oleiferina-C.

O espectro de RMN-'3C (Tabela-6, Figura-10) identifica os carbonos
caracteristicos, ja determinados para oleiferina-B, considerando que ambos
apresentam o mesmo esqueleto basico. As pequenas diferencas observadas nos
deslocamentos quimicos entre 0s espectros apresentados na literatura e o0s
espectros deste trabalho, podem ser resultados dos diferentes solventes utilizados

para o desenvolvimento dos mesmos (AKITT, 1983). As interferéncias do solvente
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podem ser significativas dependendo do composto e do solvente utilizado, em

funcéo das diferentes interacées que 0os mesmos podem desempenhar.
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Figura-10: Espectro de RMN-°C e APT (75MHz, CDCl3) de oleiferina-C isolada da fracéo
diclorometano das folhas de Virola oleifera.
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Tabela-6: Dados do espectro de RMN-'*C da oleiferina-C, obtido do extrato diclorometanico
das folhas de Virola oleifera, comparados aos dados apresentados na literatura.

CARBONO d(ppm) -Referéncia* d(ppm) -espectro

(75MHz, CCl,) (75MHz, CDCl5)
1 138,1 137,8
2 107,6 108,0
3 147,5
4 146,5
5 106,5 106,8
6 119,4 120,1
7 76,8 77,8
8 42,1 42,1
9 9,4 9,7
1 134,2 134,9
2 108,9 109,2
3 147,2 147,7
4 145,3 146,9
5 107,5 107,9
) 121,3 121,8
7 41,4 41,5
8 35,3 35,4
9 14,5 14,2
OCH,0 100,0 100,7
OCH,0 100,3 101,0

* FERRI, 1993; FERNANDES et al., 1993.

4.1.2.3 Lignanas e neo-lighanas

As lignanas sdo substancias que se depositam nas paredes das
células vegetais e lhes conferem a estrutura rigida, representam em torno de 1/3 da
biomassa vegetal terrestre (DONALDSON, 2001) e sao desta forma, os compostos
mais abundantes entre 0s organismos vegetais, perdendo apenas para 0S
carboidratos (BARBOSA FILHO, 1999). Em funcédo desta vasta distribuicdo, s&o
considerados dentre os metabdlitos secundarios, os mais estudados. Existem
atualmente mais de 500 lignoides conhecidos, dos quais em torno de 90% se

distribuem entre os grupos das lignanas e neo-lignanas.
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A biossintese destes compostos (Figura-11) mostra que as lignanas
e as neo-lignanas foram originados a partir dos metabdlitos primarios finais da via
metabdlica do acido chiquimato. Os precursores das neolignanas sdo os radicais
arilpropandides, com as suas estruturas Cg-C3, cuja combinacdo formando o seu

dimero, determina o esqueleto basico destas neolignanas.

ciclo fotossintético| — .| acido chiquimico | —>»-| acido corismico |—>» fenilalanina
propilfenéis <«— | alcool cinamico < acido cinamico
alilfendis

alolignanas

oligolignodides neolignanas lignanas
heteroligndides

OR,

&cido hidroguaiarético

Figura-11: Representacdo esquematica da biossintese de lignanas e neo-lignanas, baseado em
BARBOSA FILHO (1999).
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4.1.2.4 Fragao de Acetato de Etila

Uma parte do extrato de acetato de etila (3,0g) foi utilizada para as
investigacdes dos compostos majoritarios, buscando o seu isolamento e sua
elucidacdo estrutural. Esta fracdo foi diluida em acetona e metanol (1:1) e
cromatografada em CC, utilizando silica gel como fase estacionaria e uma mistura
de cloroférmio e metanol em diferentes propor¢cées (95:5 até 0:100), como fase
movel, obtendo eluentes com polaridades crescentes. As fracbes foram recolhidas
em frascos de 10ml e verificadas a sua composicdo através de CCD. As fracdes
parecidas foram combinadas e no caso de mistura de compostos, estes foram
recromatografados até obter compostos puros. Este extrato nos forneceu, na
segunda cromatografia, um composto que através da CCD nos pareceu um unico
composto purificado, a mancha esverdeada na revelagdo com FeClz nos indicou a
presenca de grupos fendlicos. No entanto o seu Ry foi diferente dos observados para
os padrdes de flavondides glicosideos conhecidos (quercitrina, rutina, isoquercitina e
quercitina). Os espectros de RMN-'H e RMN-*C, nos revelaram ser na verdade uma
mistura de dois flavonoides glicosideos ja conhecidos: a quercitrina (4) e a astilbina
(5). Apesar dos flavondides serem bastante conhecidos e identificados em diversas
outras plantas, esta foi a primeira vez que estes flavonéides séo descritos nas folhas

desta planta.
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4.1.2.4.1 Mistura de Astilbina e Quercitrina

Os dois flavonoides apresentam uma estrutura quimica bastante
similar, sendo a Unica diferenca na ligacdo dupla do anel C, entre 0 C2 e C3.
Quando estes compostos estdo glicosilados, as interacdes das hidroxilas com a
silica da coluna se tornam mais fortes, justificando a formacéo de uma Unica mancha
no CCD. Apo6s a hidrélise, a perda da ramnose, e conseqientemente a diminui¢ao
das hidroxilas, faz com que as diferencas se tornem perceptiveis no CCD, apesar da

diferenca estrutural entre os dois compostos serem muito pequenas.

HCI (IN)

QUERCITRINA (4) QUERCETINA

OH OH
HO.
HCI (IN) O
—_—
refluxo OH

TAXIFOLINA

ASTILBINA (5)

Figura-12: Reacbes de hidréolise dos flavonoides glicosideos isolados das folhas de Virola
oleifera: quercitrina (4) e astilbina (6), fornecem como produto da reacdo os flavonédides livres;
a quercetina e a taxifolina, respectivamente.

Para confirmar a presenca destes dois compostos na mesma fracao

foram realizados espectrogramas de HPLC, com os padrdes dos flavonoides
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glicosideos (astilbina e quercitrina), a fracdo com os dois compostos misturados, e o

extrato de acetato de etila (Figura. 13).
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Figura-13: Espectrograma de HPLC do extrato de acetato de etila, da fragcdo semipurificada das
folhas de Virola oleifera e dos padrfes de quercitrina (4) e astilbina.(6)
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Os espectros de HPLC confirmaram a mistura de astilbina e
guercitrina na fragcdo semipurificada obtida da particio com acetato de etila. Através
destes espectros pbde-se verificar também que a propor¢cdo encontrada entre
astilbina e quercitrina € em torno de 1:3 (observado também pelos espectros de
RMN-1H).

A presenca destes dois flavondides foi confirmada através dos

espectros de RMN-'H e RMN-3C (Tabelas-7 e 8; figuras-14 e 15).

Tabela-7 Dados do espectro de RMN-'H da mistura de flavonéides glicosilados, quercitrina e
astilbina, obtido do extrato de acetato de etila das folhas de Virola oleifera, comparados aos
dados apresentados na literatura.

QUERCITRINA ASTILBINA
Referéncia* Este trabalho Referéncia** Este trabalho
(200MHz; DMSO-d6) (300MHz; MeOH-d4) (500MHz; acetona-d6) (300 MHz; MeOH-d4)
dppm J (Hz) d J (Hz) dppm J (Hz2) dppm J (Hz2)
ppm

H2 e 5,16 d 9,85 5,15 d 10,6
H3 —_— 4,55 d 9,85 5,44 d 10,7
H6 6,2 d2,0 6,71 d 2,09 5,76 s 6,45 d 2,09
H8 6,38 d2,0 6,66 d 2,02 5,78 s 6,33 d 2,05
H2’ 7,29 d1,9 8,03 d 2,20 6,88 S 7,63 d 1,60
H5’ 6,86 d8,3 7,70 d 8,32 6,72 s 7,20 d 8,73
H6’ 7,52 dd 8,4; 2,2 7,32 dd8,41;2,14 6,72 s 7,17 d1,79
H1" 5,24 di1 5,0 d 0,93 4,04 s 5,0
H2” 3,96 s 4,45 m 3,41 m 4,45 m
H3” 3,5 dd 8,6; 3,1 4,62 m 3,35 m 4,62 m
H4"  3,21~3,29 4,31 m 3,12 m 4,31 m
H5"  3,08~3,21 5,10 m 3,91 m 5,10 m
H6” 0,81 d5,5 1,48 d6,0 1,07 d 5,85 1,70 d 6,09

* BECK et al., 1998
** SOUQUET et al., 2000
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Figura-14: Espectro de RMN-"H (300MHz, CDCl3) da mistura de quercitrina e astilbina isolados
da fracdo acetato de etila das folhas de Virola oleifera. Expansédo da regido dos prétons de
metila (1,0~0,5ppm) , da regido dos protons alifaticos (4,5~1,2ppm) e da regido dos protons
aromaticos (7,0~6,0ppm). Deslocamentos expressos em ppm e Hz na area expandida (300MHz,
TMS como padréao interno).
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O espectro de RMN-'H evidenciou a mistura de flavondides
glicosideos. Os acucares ligados aos flavonéides foram identificados como ramnose
pela presenca dos prétons do grupo metila em 1,48 (6,0Hz) e 1,70ppm (d 6,09Hz),
respectivamente para quercitrina e astilbina, tipico de ramnose (LU e FOO, 1999) e a

presenca do singleto largo observado em d 5ppm atribuido ao préton do C1 (LU e

FOO, 1997; SOUQUET et al., 2000).

Além dos deslocamentos dos prétons, o espectro de RMN-3C
(Tabela-8; Figura-15) apresenta 8 deslocamentos proximos de d 70ppm, atribuidos
aos carbonos da hexose, além dos carbonos anomeéricos de quercitrina e astilbina,
respectivamente em d 101,8 e 102,1ppm e os carbonos das metilas, com
deslocamentos em d 18,2 e 18,5ppm, para quercitrina e astilbina, respectivamente
(BARAKAT et al., 1991). Os outros protons da ramnose apareceram sobrepostos,
como multipletos, com deslocamentos entre d 4,2 e 5,1ppm, em funcado da presenca
de dois grupos ramnosideos. As diferencas nos deslocamentos observados e os
apresentados pela literatura podem ser resultado da diferenca no solvente utilizado.
Gohar et al. (2000) observaram diferencas de até 0,75ppm nos deslocamentos dos
prétons de agucares ligados a flavonoides e até 5ppm para os carbonos destas

estruturas.
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Tabela-8: Dados de RMN-°C da mistura de flavonoides glicosilados, astilbina e quercitrina,
obtidos do extrato de acetato de etila das folhas de Virola oleifera, comparados aos dados da
literatura.

QUERCITRINA ASTILBINA
Referéncia* Este trabalho Referéncia** Este trabalho
CARBONO d (50 MHz; d (75 MHz; d(125,7MHz; d (75 MHz;
DMSO-d6) MeOH-d6) acetona-d6) MeOH-d6)
Cc2 156,4 157,5 81,08 83,1
C3 134,2 136,0 75,42 76,9
Cc4 177,7 178,9 194,20 195,4
C5 161,2 163,2 163,20 164,97
C6 98,6 99,5 95,86 97,2
Cc7 164,1 165,6 170,14 168,6
C8 93,6 94,3 96,7 96,0
C9 157,2 158,0 162,14 162,8
C10 104,0 105,3 100,28 102,0
Cr 120,7 121,97 126,9 128,2
Cc2 115,4 115,7 114,67 116,2
C3 145,1 147,1 145,5 148,0
c4 148,4 150,3 144,84 147,2
C5’ 115,8 116,9 115,3 116,2
Co6’ 121,0 122,0 118,62 119,6
Cl-ram 101,8 103,8 99,7 102,1
C2-ram 70,3 71,8 69,63 71,9
C3-ram 70,5 73,1 70,27 73,7
C4-ram 71,1 70,4 71,48 71,6
C5-ram 70,0 72,4 68,68 72,4
CH3-ram 17,4 18,2 17,5 18,5

* BECK et al., 1998.
** SOUQUET et al., 2000

Tendo identificado o grupo glicosideo, os flavondides foram
identificados basicamente pelos deslocamentos observados no espectro de carbono
para os carbonos C2 e C3 do anel C. Para quercitrina estes deslocamentos foram
observados em 157,5 e 136,0ppm respectivamente a C2 e C3 e para astilbina estes
mesmos carbonos foram observados em 83,1 e 76,9ppm. Os deslocamentos para
campo mais alto observado para os carbonos de quercitrina indicaram a presenca de

um grupo olefinico, indicando ser resultado da estrutura de um flavonol.




57

Resultados e Discussao — Virola oleifera

EBGL'S 3
vEErEL . m
m.m =
5 ; R
& i E msea pil
= ] -
‘@ m
i FLSHER— g
‘g L
PifLte— —
= w i
® e} ILEg TR — =
Os 3 .
7 71 a "
-
(@] w - |
- ’
T
Q - s M L
g 8 DERETE— m‘. -
O i VTE D~ LA PE— — .M
| T L b 3
4o pww-H g EELESE 3
‘s - PSEL LB~ —
UL B0 BRI — e W
PERSLL_ W..I ELis L 1 w
= ) LOOEOL., |
ﬁmm = ¥ albzor ™ 1
o,
M\. 2 e TR
BB~ A.n_.. E
THELEL- F M =
912H'0L - -
L FERS 1L B omusw M P
S
SUEEM I
FEEERL— M..I mewum M
; SLSLELT i DLLGLE — —
TBELEL MY R ar Bk =
I ol -
BESE DL — M.
b S ]
wm.,wm_u = ——1H BETBIL— ||W
ZO0EZL s
Iy e R .- I~
BETELI— o o

1o

15

120

a5 BOPPM

100

105

LED'SEL

@%WWWH ==

L1azer
__bEYER J_r

B

R =

YR

i,

nn-u.ﬂ_.hl

WP

F- -

T

RO

EAE R

188 150 e 130PPM

im

180

GFLBEL-

SEILFL..

Yo 21

Czegosr

e

L0960 |-
PoOOCEL"

LAG 9L

LEEaLL

BLEGEL

130FPM

140

150

170

180

B0

E

1

Figura-15: Espectro de RMN-C e APT (75MHz, CDCI3) da mistura de quercitrina e astilbina,

isolada da fragcdo acetato de etila das folhas de Virola oleifera.
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Os deslocamentos observados no espectro de RMN-'H para os
prétons aromaticos foram bem diferentes, indicando que esta mistura de flavondides
era constituida por um flavonol (quercitrina) e uma flavanona (astilbina). Os
deslocamentos observados em d 6,45 e 6,33ppm foram atribuidos aos hidrogénios
H-6 e H-8 da astilbina, respectivamente; os deslocamentos observados em d 6,71 e
6,66ppm, aos mesmos hidrogénios, da quercitrina. Os deslocamentos observados
em d 7,63; 7,20 e 7,17ppm, atribuidos aos hidrogénios H-2', H-5 e H-6',
respectivamente, do anel B da astilbina. Estes mesmos protons foram observados
na quercitrinaem d 8,03; 7,7 e 7,32ppm.

O espectro de RMN-'3C evidenciou as diferencas estruturais dos
dois flavondides, além da diferenca observada entre os carbonos C-2 e C-3
saturados da astilbina e os carbonos olefinicos da quercitrina; ja discutidos
anteriormente. Foram observados os seguintes deslocamentos que os diferenciam: d
195,4 e 128,2ppm atribuidos respectivamente aos carbonos C-4 e C-1' da astilbina,
0s quais foram observados em d 178,9 e 121,97ppm para 0s mesmos carbonos em

guercitrina. Os demais deslocamentos séo apresentados na tabela-8.
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4.2 Fitoquimica das folhas de Hyeronima alchorneoides

4.2.1 Obtencao dos extratos das folhas de Hyeronima alchorneoides

As folhas de Hyeronima alchorneoides, coletadas em setembro de
1999, foram secas a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 dias,
cortadas em pequenos pedacos e pesados, nos fornecendo 685,79 de peso das
folhas secas. Estas folhas foram maceradas durante 10 dias em metanol P.A. a
temperatura ambiente, e entdo o solvente foi evaporado sob presséo reduzida a
60°C, até obter aproximadamente 100ml, o qual foi denominado de extrato
metandlico total de H. alchorneoides. Foi estimado o seu peso, utilizando a mesma
técnica adotada para as folhas de V. oleifera, obtendo 59,59 para este extrato,

correspondendo a um rendimento de 8,7% em relagéo ao peso das folhas secas.

O extrato metandlico bruto foi entdo particionado utilizando solventes
de polaridades crescentes: n-hexano (10x 200ml), diclorometano (5 x 200ml) e
acetato de etila (5 x 200ml), obtendo assim uma primeira separacdo a partir da
diferenca na polaridade dos compostos presentes nestas folhas. Todos os solventes
foram evaporados sob presséo reduzida a temperatura de aproximadamente 60°C,
secos e pesados. Os respectivos pesos e rendimentos em relagéo ao peso seco das

folhas e em relacao ao extrato metandlico sdo apresentados na Tabela-9.
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Tabela-9: Distribuicdo das massas e rendimentos obtidos dos extratos metandlico, hexanico,
diclorometanico e acetato de etila, das folhas de Hyeronima alchorneoides.

Rendimento (%)

Extrato Massa () Sobre o extrato  Sobre o peso seco
metandlico das folhas
Metandlico 59,5 100 8,7
Hexanico 15,1 25,4 2,2
diclorometéanico 0,7 1,2 0,10
Acetato de etila 6,6 11,1 1,0
total 22,4 37,6 3,3

Os rendimentos foram calculados em relagdo ao extrato metandlico e em relacéo
ao peso seco das folhas (685,79).

Os rendimentos dos extratos obtidos para as folhas de H.
alchorneoides apresentaram uma distribuicdo semelhante ao observado para as
folnas de V. oleifera. O extrato que apresentou o menor rendimento foi o de
diclorometano, do qual foi obtido uma massa de 0,7g, o que corresponde a um
rendimento de 1,2% em relacdo ao extrato metandlico bruto e apenas 0,1% em
relacdo ao peso da folhas secas. A fragcdo aquosa, mais polar, foi descartada, da
mesma forma que a realizada com a fracdo mais polar de V. oleifera, por apresentar

na sua constituicao apenas acucares, como comprovado por CCD (MATOS, 1997).

Da mesma forma que observado para as folhas de V. oleifera, o
menor rendimento foi obtido para a fracdo diclorometanico, cuja polaridade é
intermediaria entre os outros dois solventes utilizados. Pode-se concluir também
neste caso, que as folhas desta planta, apresentam compostos que sdo ou muito

apolares, extraidos pelo n-hexano, ou muito polares, extraidos com acetato de etila.
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4.2.2 Isolamento e identificacdo dos compostos majoritarios das folhas de

Hyeronima alchorneoides.

4.2.2.1 Fracdo Hexanico

Uma parte da fracdo n-hexano (5g) foi separada e utilizada para as
determinacfes cromatograficas, com o intuito de isolar os compostos majoritarios. A
cromatografia de coluna foi desenvolvida, utilizando silica gel como fase estacionaria
e uma mistura de solventes como eluente. Estas misturas foram preparadas a partir
de 100% de n-hexano e proporc¢des crescentes de acetato de etila, até atingir 100%
deste ultimo, obtendo assim gradientes crescentes de polaridade. As fracdes foram
recolhidas em frascos de 10ml e as suas composicdes foram verificadas através de
CCD. As técnicas adotadas para o isolamento dos compostos foram realizadas de

acordo com os procedimentos descritos anteriormente para as folhas V. oleifera.

Esta fragdo nos forneceu dois triterpenos, o simiarenol (9) que
apresenta o esqueleto hopano, muito mais raro que 0 outro compostos isolado, o
esterdide R-sitosterol (10). Ambos os compostos foram identificados através dos
espectros de RMN-'H e RMN-13C e MS, comparados aos espectros referenciados e

foram isolados pela primeira vez nesta planta.
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Os triterpenos sao amplamente difundidos entre os produtos
naturais, sendo produzidos pelos microorganismos e fungos, passando pelo reino
vegetal e animal, podendo ser originado a partir dos organismos terrestres, ou
aguaticos, de agua doce ou marinha (ROBBERS et al., 1996). Atualmente existem
cerca de quatro mil triterpenos identificados como produtos naturais, distribuidos em

mais de 40 tipos diferentes de esqueletos pentaciclicos ou tetraciclicos.

A biossintese dos triterpenos (Fig.16) envolve trés unidades de
acetil-CoA nos primeiros estagios de sua formacao, os quais séo transformados em
uma sequéncia de etapas no acido mevalonico. Na etapa seguinte, este acido é
fosforilado duas vezes fornecendo o 5-pirofosfatomevalonato, o qual € entdo
descarboxilado formando o isopentenil-pirofosfato, conhecido como o isopreno ativo,
formado por 5 carbonos, sendo a unidade basica para a formacdo de terpenos e
esteroides. As ligacdes cabeca-cauda destes compostos formam os conhecidos
terpendides, sesqui (C15) e diterpenos (C20), porém as ligacBes cabeca-cabeca
entre as duas moléculas de farnesil-pirofosfato (C15) dardo origem ao esqualeno, 0
precursor dos triterpenos (C30). Durante as Ultimas etapas desta biossintese, pode
ocorrer a perda de pequenos fragmentos de carbonos, formando entdo, moléculas
com menos de 30 carbonos, como por exemplo, os esterdides, que apresentam 27
carbonos na sua composicdo (ROBBERS et al., 1996; TORSSELL, 1997 e dos
SANTOS et al.,, 1999), incluindo o b-sitosterol, isolado das folhas de Hyeronima

alchorneoides.
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Figura-16: Esquema da biossintese de varios triterpenos, incluindo o simiarenol (6), isolado
das folhas de Hyeronima alchorneoides. Baseado em HEUPEL (1985) e NISHIMOTO et al.
(1968).

A ocorréncia do triterpeno simiarenol (9) sempre foi acompanhada
de outros triterpenos, como a fiedelina (GUNASEKERA e SULTANBAWA, 1977,

1983), fernenol (NISHIMOTO et al., 1968; LAO et al, 1984), isoarborinol
(NISHIMOTO et al., 1968; HEUPEL, 1985), a,b,d-amirina (LAO et al, 1984; HEUPEL,
1985) assim como do esteréide b-sitosterol (OGUNKOYA et al., 1972;
DAHANAYAKE et al, 1974, SOMNATHAN et al., 1974, GUNASEKERA e

SULTANBAWA, 1977; HEUPEL, 1985 entre outros), observado também neste

trabalho.
Todos os triterpenos citados, assim como o esterdide, apresentam o

mesmo precursor na rota biossintética, o 2,3-oxidoesqualeno (Figura-16) (HEUPEL,
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1985; BIAVATTI, 2001), podendo desta forma, justificar a presenca sempre conjunta
destes compostos. Trabalho anterior realizado com as folhas de Hyeronima
alchorneoides confirma também a presenca de b-sitosterol, além de outros dois
compostos que apresentam 0 mesmo precursor: estigmasterol e o triterpeno lupeol

(TINTO et al., 1991).

4.2.2.1.1Simiarenol

O triterpeno simiarenol, derivado do seu precursor esqualeno
segundo esquema representado na figura-16, foi isolado pela primeira vez das
folhas de Rhododendron simiarum (Ericaceae) em 1960, identificado como 3b-
hidroxi-E:B-friedo-hop-5-eno. A identificacdo deste novo composto foi realizada
através da comparacéo de espectros de RMN-H entre triterpenos similares obtidos
anteriormente, como o glutinol, juntamente com as variacdes observadas nos
espectros de RMN-'H deste composto apds as reacdes de acetilacdo, oxidacdo e
reducdo (ARTHUR et al., 1965 e APLIN et al., 966). Apesar deste composto ter sido
isolado ha mais de 40 anos, a estereoquimica confirmada através dos espectros de

RMN-'H e 3C, foi realizada apenas recentemente (CHAKRAVARTY et al., 1994).

Apesar de ser um triterperno mais raro que o sitosterol, o simiarenol
(9), ja foi identificado em algumas espécies além do primeiro registro (R. simiarum),
sendo, no entanto observada com mais frequéncia na casca do caule da planta do
qgue nas folhas. A sua presenca ja foi registrada nas cascas de Trema orientalis

(Ulmaceae) (OGUNKOYA et al, 1972) e Caraipa densifolia (Clusiaceae)
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(GUNASEKERA et al., 1983); nas cascas de caules de trés espécies do género
Calophyllum (Guttiferae) C. walkeri (DAHANAYAKE et al., 1974); C.trapezifolium
(SOMANATHAN et al.,, 1974) e C.cuneifolium (GUNASEKERA et al.,, 1977); do
rizoma de Imperata cylindrica (Gramineae) (NISHIMITO et al., 1968), das folhas de
Sorghum bicolor (Graminae) (HEUPEL, 1985) e Artemisia argyi (Compositae) (LAO
et al., 1984). Apesar desta distribuicdo, até o0 momento n&o foi observado nenhum
registro em espécies da familia Euphorbiaceae, sendo este o primeiro registro da tal

ocorréncia.

©)

O simiarenol (9), um triterpeno pentaciclico alcodlico, foi isolado da
fracdo hexano, fornecendo 171,5mg do mesmo, o que corresponde a um rendimento
de 0,29% do extrato metandlico bruto e 0,025% do peso das folhas secas. Este
composto foi obtido na forma de um sélido branco (PF=200-207°C); [a]p +57,5 (c 0,2
em CHCl) (PF=210°C; [a]p +50,8 (c 1,21), segundo Aplin e colaboradores (1966)) e
a identificacdo deste composto foi realizada através da analise de espectros de
RMN-'H (Tabela-10, Figura-17) e de RMN-3C APT (Tabela-11, Figura-18)
comparada as apresentadas na literatura (HEUPEL, 1985 e CHAKRAVARTY et al.,

1994).
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O espectro de RMN-'H (Figura-17) mostra uma série de
deslocamentos entre o d 1,0 e 2,0ppm, e dois picos distintos, um singleto a d
3,47ppm, atribuido ao H3 e um multipleto a d 5,62ppm, atribuido ao H6 olefinico.
Este padrdo de deslocamento caracteriza os espectros de RMN-'H de triterpenos
(CHAKRAVARTY et al., 1994), dificultando a identificacdo de todos os protons dos
grupos metilas, metilenos e metinico. Desta forma, por comparacdo com 0S
espectros da literatura pudemos identificar apenas alguns grupos metilas e
metinicos, apresentados na Tabela-10. A utilizacdo do espectro de RMN-*C foi

neste caso fundamental para identificacdo deste composto.

Tabela-10: Dados do espectro de RMN-'H do simiarenol (6), obtido do extrato hexanico das
folhas de Hyeronima alchorneoides, comparados aos dados descritos na literatura.

HIDROGENIO Referéncia* Este trabalho
(200MHz, CDCl5) (300 MHz, CDCl5)
d J (H2) d J
H-2 (2H) 1,70; 1,86 s 1,85 s
H-3 (1H) 3,469 m 3.47 s
H-6 (1H) 5,616 t4 5,62 m
H-19 (2H) 1,26; 1,36 s 1,25 s
H-20 (2H) 1,19; 1,82 s s
H-23 (3H) 1,045 s 1,05 s
H-24 (3H) 1,141 s 1,14 s
H-25 (3H) 0,895 s 0,89 s
H-26 (3H) 1,005 s 1,0 s
H-27 (3H) 0,925 s 0,92 s
H-28 (3H) 0.780 s 0.78 s
H-29 (3H) 0,888 d6,5 0,88 d5,35
H-30 (3H) 0.829 d6.5 0.82 d6.,5

* HEUPEL, 1985; ® (500MHz, CDCl;) CHAKRAVARTY et al., 1994.
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Figura-17: Espectro de RMN-"H (300MHz, CDCl3) do triterpeno Simiarenol (6), isolado da fragéo
hexano das folhas de Hyeronima alchorneoides. Expansédo da regido com deslocamento entre

d1,6~0,6ppm.

O espectro de RMN-3C (Tabela-11 e fig-18) mostra que a maioria

dos carbonos deste composto estdo blindados (apresenta-se em campo alto); ndo
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apresentam nucleos aromaticos, mas possivelmente estdo na forma de ciclos
pentanos ou hexanos saturados ja que apresentam deslocamentos entre d 25 e
30ppm, e anda varios grupos metilas @ proximo de 15ppm) anexados. Podendo
apresentar um grupo olefinico e uma substituicdo alcodlica. Os Unicos carbonos com
deslocamentos em campo baixo foram observados para d 141,99 e 121,98ppm, os
guais demonstram a presenca de uma ligacdo dupla, sendo portanto atribuidos aos
C-5 e C-6, respectivamente. Além disso, o deslocamento observado em d 76,35ppm,
indica a presenca de um grupo alcodlico, sendo atribuido ao C-3. Os agrupamentos
metilas foram determinados por comparacdo aos publicados por Chakravarty e
colaboradores (1994), os quais identificaram os mesmos, através de experimentos
em 2D, como o HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), definindo a

estrutura basica deste triterpeno.
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Figura-18: Espectro de RMN-*C e APT (75MHz, CDCI3) do triterpeno Simiarenol (6), isolado da
fracdo hexano das folhas de Hyeronima alchorneoides.
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Tabela-11: Dados do espectro de RMN-'3C do simiarenol (9), obtido do extrato hexéanico das
folhas de Hyeronima alchorneoides, comparados aos dados descritos na literatura.

d (ppm) -Referéncia* d(ppm) -espectro
CARBONO (125MHz, CDCI3) (75MHz, CDCl3) 20

1 18,06 18,06

2 27,78 27,78

3 76,36 76,35

4 40,82 40,82

5 141,97 141,99

6 121,99 121,98

7 24,05 24,06 -
8 44,25 44,27 25 26 9)
9 34,82 34,83

10 50,23 50,26

11 34,14 34,15

12 29,00 29,00

13 38,61 38,64

14 39,31 39,33

15 29,10 29,11

16 35,41 35,42

17 42,79 42,81

18 51,74 51,75

19 19,91 19,93

20 28,32 28,31

21 60,03 60,04

22 30,79 30,78

23 29,07 29,06

24 25,48 25,46

25 17,87 17,85

26 15,75 15,74

27 15,00 15,00

28 16,07 16,07

29 21,96 21,95

30 22,93 22,90

* CHAKRAVARTY, 1994.

4.2.2.1.2 b-Sitosterol

Os esterbéides compreendem uma grande variedade de compostos,
0s quais sdo classificados de acordo com a sua funcdo biologica, podendo ser
classificados como &cidos biliares, heterosideos cardiotbnicos, sapogeninas,
hormdnios sexuais, Oleos vegetais, entre outros; todos de fundamental importancia
para 0s processos biologicos, vegetais ou animais. Como 0s insetos ndo séo

capazes de sintetizar o esqueleto basico dos esterbides, e estes sdo importantes,
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por exemplo, no processo de muda, esta caréncia metabdlica fortifica a dependéncia
entre os insetos e as plantas, tornando estes ultimos como fornecedores do material
primario para a sintese dos outros esterdides (ecdisona), sendo o sitosterol, o

esterdide mais comum utilizado para este fim (HARBORNE, 1993).

Todos os esterbides apresentam um esqueleto basico (11), formado
por 4 anéis, o que os faz apresentar esta grande variabilidade consiste nas
variacOes das cadeias laterais Ri, R, € Rs3, e em segundo lugar nas diferencas entre
as substituicbes nucleares e o grau de insaturacdes observadas nos anéis (GROS et
al.,, 1985). R e R, sdo normalmente formados por grupos netilas, oxigenados ou
nao, e a cadeia lateral, Rs, € formada por uma cadeia alifatica, formada por 2, 4 , 5,
8, 9 ou 10 carbonos. Quando esta cadeia estiver ausente, esta posicao se encontra

oxigenada.

o0 T
o

(11)

O esterol mais comum encontrado nos animais € o colesterol, tendo
como seu precursor a lanolina, o qual € também encontrado nos tecidos vegetais. O
ergosterol é o esterol mais comum encontrado entre os fungos, formado por uma
cadeia de 28 carbonos, também conhecido como provitamina D, pois sob radiacéo
ultravioleta ocorre uma série de isomerizacdes e subsequente abertura do anel B,

formando a vitamina D. No reino vegetal, o esterol mais comum € o b-sitosterol,
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formado por 29 carbonos, é também conhecido como stigmast-5-en-3b-ol, e

apresenta a mesma rota biossintética apresentada para o triterpeno simiarenol,
tendo como seu precursor, o (3s)-2,3-epOxido-esqualeno (GROS et al., 1985 e
ROBBERS et al., 1996). A sua biossintese ocorre nas Ultimas etapas da biossintese
dos triterpenos, com a perda de alguns carbonos, se caracterizando, por compostos
tetraciclicos no seu esqueleto principal.

O b-sitosterol (10) foi isolado da fragcdo hexano das folhas de
Hyeronima alchorneoides, nos fornecendo 33mg, 0 que corresponde a um
rendimento de aproximadamente 0,17% do extrato metandlico bruto e 0,0145% do
peso seco das folhas. Obtido na forma de um sélido branco, apresentou um P.F. de
128-131,4°C (P.F. 135°C; SOMANATHAN e SULTANBAWA, 1974).

A sua identificacdo foi realizada através de comparag¢do do Rf com
um padrdo de b-sitosterol, isolado anteriormente no laboratério a partir de outras
plantas, além da analise dos espectros de IV e RMN-'H e 3C.

O espectro de RMN-*C APT (Figura-19, Tabela-12) nos forneceu o
esqueleto basico deste esterdide, indicando a presenca de 29 carbonos, dos quais
13 na forma de carbonos secundarios (-CH,) e/ou quaternarios e 16 distribuidos

entre carbonos primarios (-CHj3) e/ou terciérios (-CH).

Os deslocamentos dos carbonos foram em geral observados em
campo alto (d menores que 70 ppm), indicando a auséncia de grupos olefinicos,
aromaticos, carboxilicos, éteres ou outros grupos provocando o desblindamento dos
mesmos (DELLE MONACHE, 2001). As unicas excecdes foram observadas para os
carbonos com deslocamentos em d 121,7 e 140,7ppm atribuidos aos carbonos da

insaturacéo do anel B.
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Figura-19: Espectro de RMN-C do b-sitosterol isolado das folhas de Hyeronima
alchorneoides. (75 MHz, CDCl3, TMS como padrao interno).

Através do espectro de APT verificou-se que o carbono com
deslocamento em d 121,7ppm apresentou um sinal negativo, indicando ser neste

caso, um carbono terciario e, portanto foi atribuido ao carbono C5 da insaturacdo. O
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carbono com deslocamento em d 140,7ppm, da mesma forma, foi identificado neste

caso, como sendo um carbono quaternario, sendo atribuido ao carbono C6 do

composto.

O espectro de RMN-C APT (Figura-19) mostra a presenca de 16
sinais negativos, podendo ser atribuidos aos CH ou CH; do composto. Os
deslocamentos em campo alto (d menor que 20ppm) foram atribuidos aos 6 grupos
metilas, a saber: C18, C29, C21, C27, C19 e C26, correspondendo respectivamente
aos deslocamentos d 11,8; 12,0; 18,8; 19,01; 19,4 e 19,8ppm. Os outros sinais

negativos foram atribuidos aos 10 carbonos terciarios do composto.

Tabela-12: Dados do espectro de RMN-*C do R-sitosterol, obtido do extrato hexanico das
folhas de Hyeronima alchorneoides, comparados aos dados descritos na literatura.

d(ppm) -Referéncia* d(ppm) -espectro

CARBONO (50MHz, CDCl5) (75MHz, CDCl3)

1 37.3 37.23

2 31,7 31,6

3 718 71,8

4 42,3 423

5 140,8 140,7

6 121,7 121.7

7 31,9 31,9

8 31.9 31.9

9 50,1 50,1 YN
10 36,5 36,5 (10)
11 211 211

12 39.8 39,7

13 42.3 42.3

14 56.7 56.7

15 24,3 24,3

16 28.2 28.2

17 56.1 56.0

18 11,9 11,8

19 19.4 19.4

20 36.2 36.1

21 18,8 18.8

22 33.9 33.9

23 26.1 26.0

24 46.0 45.8

25 28.9 20.1

26 19.8 10.8

27 19,0 10,01

28 231 23,03

29 12,3 12,0

* HESS, 1995.
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Os sinais positivos observados no espectro de APT indicam
carbonos quaternarios ou secundarios. O Composto b-sitosterol apresenta apenas 3
carbonos quaternarios os C5, C10 e C13, identificados como sendo os carbonos
com deslocamentos em d 140,7ppm; 36,5 e 42,3ppm, respectivamente. Os demais
carbonos com sinais positivos foram entdo atribuidos aos 10 carbonos secundarios
do composto.

O espectro de RMN-'H (Figura-20), mostra uma sobreposicdo de
sinais no campo alto, em funcdo do grande nimero de metilas e etilas presentes
neste composto. Apenas alguns protons puderam ser identificados e comparados

aos dados da literatura, sendo estes tabelados (Tabela-13).

O multipleto com deslocamento em d 5,3ppm foi atribuido ao préton
olefinico e o préton com deslocamento em d 3,5ppm, ao proton H-3, desblindado em

funcéo da presenca do grupo OH acoplado neste carbono.

A expansao do espectro da regidao dos grupos metilas nos permitiu
identifica-los, calculando o seu acoplamento (). Assim, as metilas dos carbonos C-
18 e C-19 foram identificados como singletos, com deslocamento em d 0,68ppm e
1,00ppm, respectivamente. Ndo apresentam acoplamentos com 0s protons vizinhos,
em funcdo destes estarem vinculados aos carbonos quaternarios do composto.
Diferindo dos outros grupos metilas (Me-21, Me-26, Me-27 e Me-29) que se
apresentam como dubletos, apresentando um acoplamento com o préton do

carbono vizinho.
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Figura-20; Espectro de RMN-"H do b-sitosterol isolado das folhas de Hyeronima alchorneoides.

(300 MHz, CDCl3. TMS como padréo interno).

Desta forma, as metilas com deslocamentos em d 0,813 (d,

J=6,75Hz); 0,835 (d, J=6,54Hz): 0,856 (d J=7,14Hz) e 0,92 (d, J=6,52Hz), foram

atribuidos respectivamente aos prétons do grupo metila Me-27; Me-26; Me-29 e Me-

21.
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Tabela-13: Dados do espectro de RMN-'H do R-sitosterol, obtido do extrato hexanico das

folhas de Hyeronima alchorneoides, comparados aos dados descritos na literatura.

HIDROGENIO

Referéncia*

(200MHz, CDCl3)

Este trabalho
(300 MHz, CDCl53)

d

J (Hz)

d

J (H2)

H1
H2
H3
H4
H6
H7
H8
H9
H11
H12
H14
H15
H16
H17
Me-18
Me-19
H20
Me-21
H22
H23
H24
H25
Me-26
Me-27
H28
Me-29

3,5

5,3

0,68
1,00

0,92

0,83
0,81

0,84

3,5

5,3

0,92

0,835
0,813

0,856

d 6,52

d 6,54
d 6,75

d714

* HESS,1995.

4.2.2.2 Fragao Diclorometéanico

O extrato do diclorometano apresentou baixo rendimento na sua

extracdo, sendo de apenas 0,7g, correspondendo a 1,2% do extrato metandlico

bruto, em relacdo a fragdo hexanico (25%).

Como o perfil

cromatografico

apresentado pelo CCD mostrou que a sua composicao foi bastante semelhante ao

perfil apresentado pelo extrato hexanico, ndo foram realizadas as separacdes neste

extrato.
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4.2.2.3 Fracao Acetato de Etila

Parte do extrato acetato de etila foi utilizado para as determinacdes
fitoquimicas. 3,0g deste extrato foram retirados para a purificacdo dos compostos
através de cromatografia de coluna, utilizando silica-gel como fase estacionéria e
uma mistura de cloroformio e metanol como fase movel. O eluente foi preparado
partindo de 100% de CHCl; até 100% de MeOH, obtendo misturas de diferentes
propor¢cdes, com polaridades crescentes. As separacdes foram acompanhadas
através das CCDs, e as fracdes que obtinham perfis semelhantes foram unidas e

recromatografadas, no caso de fragcdes semipurificadas.

Este extrato ndo nos forneceu nenhum composto purificado, assim
uma outra fracdo deste mesmo extrato foi utilizada para a separagédo, neste caso
utilizando a técnica da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conhecida
como HPLC (High Performance Liquide Cromatography), acoplada ao detector de
varredura de UV. Para esta técnica, foi utilizada uma coluna de fase reversa,
LiChrospherda 100 RP-18, de 250x10 de dimensdes e particulas de 10mm de
diametros. A fase mével foi composta por uma mistura de Acetonitrila e 4gua em
diferentes propor¢gbes obtendo neste caso, polaridades decrescentes. Foram
testados varias técnicas de separacdo e a que apresentou melhor separacdo dos
compostos foi 0 método isocratico, com 70% ACN, coluna aclimatado a 30°C, e o

fluxo de passagem de 4ml/min, com tempo total de 15min.

Utilizando esta técnica foi possivel isolar um composto purificado. O

solvente foi evaporado e separado por particdo liquido-liquido utilizando acetato de
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etila. Ap6s a evaporacdo deste solvente, o composto purificado foi identificado

através de métodos espectrométricos como sendo um biflavonéide conhecido como

amentoflavona (12).

(12)

4.2.2.3.1Amentoflavona

Os biflavondides sao dimeros de flavondides, na qual a ligacdo entre
os flavondides pode ser através das ligacbes C-C ou através de uma ligacdo éter
(menos comuns), podendo apresentar uma grande variedade entre os locais de
ligacdo (MARKHAM, 1987). Além disso, os flavonodides interligados podem ser
idénticos ou ndo, sendo 0s mais comuns agueles compostos que apresentam as
ligacdes entre as flavonas (ligacdo dupla entre C2 e C3) e as flavanonas (ligacao
simples entre C2 e C3), ou uma combinacdo entre ambos, com um padrédo de
oxigenacdo simples, e normalmente agliconas (LIN et al., 2001). No caso da

amentoflavona (12) a ligagdo ocorre entre C3' e II-C8 de duas flavonas, e séo
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também conhecidos como 3'8” biapigenina, por ser dimeros das flavonas apigeninas
(MARKHAM, 1987).

O primeiro biflavonodide isolado de plantas foi a ginkgetin
(amentoflavona 7,4’-dimetil-eter), isolado de Ginkgo biloba (MARKHAM, 1982,
STICHER, 1993), atualmente existem mais de 100 biflavondides isoladas das
plantas (LIN et al., 2001), utilizados para diversos fins, com testes farmacoldgicos
testados e comprovados.

A amentoflavona foi isolada pela primeira vez nesta espécie, apesar
de ter sido observada em outras plantas, como nas folhas de Lanaria lanata, na qual
foi utilizada para a classificacdo da mesma, incluindo-a na familia Haemodoraceae
(DORA e EDWARDS, 1991). Este composto € também observado em varias
espécies do género Hypericum e Ginkgo, no primeiro caso, principalmente nas suas
flores, sempre acompanhado, em diferentes proporc¢des, da hipericina, indicando a
sua contribuicdo de forma sinérgica na acdo antidepressiva, caracteristica das
espécies deste género (BAUREITHEL et al., 1997). A acdo antidepressiva deste
composto ja havia sido comprovada durante a analise quimica da tintura alcodlica

Karmelitter Geista obtida a partir de uma mistura de dez plantas, utilizada na

Dinamarca para tratamento de epilepsia, ou como sedativo hipnotico (NIELSEN, et
al., 1988). Este estudo mostrou a amentoflavona como sendo o primeiro composto
com alta afinidade ao receptor benzodiazepine, nao alcaldide, induzindo a
verificacdo de varios flavondides para esta atividade farmacolégica (MARDER et al.,
2001).

A amentoflavona foi isolada das folhas de H. alchorneoides, nos
fornecendo 5mg da fracdo acetato de etila, correspondendo a 0,29% da fracao

metandlica bruta e 0,0256% do peso das folhas secas.
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As tabelas-14 e 15 apresentam respectivamente os deslocamentos
observados nos espectros de RMN-'H e RMN-*C, comparados ao observado na
literatura. A principio o espectro deste composto apresenta-se como uma mistura de
dois flavondides, no entanto a avaliacdo mais minuciosa destes espectros revela
deslocamentos que o caracterizam como biflavondide. Este composto pdde ser
identificado como um biflavondide através dos 2 singletos observados em campo
baixo (d 13,0 e d 13,2) no espectro de RMN-H, caracterizando as interacdes do tipo
pontes de hidrogénio formado entre os H do G5 e o Oxigénio de G4, e os 12

protons arométicos observados entre os deslocamentos d 6 e 8,5.

(12)

Tabela-14: Dados do espectro de RMN-'H da amentoflavona, obtido do extrato acetato de etila
das folhas de Hyeronima alchorneoides, comparados aos dados descritos na literatura.

HIDROGENIO Referéncia* Este trabalho
(200MHz, CD3COCD3) (300 MHz, CD3COCD3)
d(ppm) J (H2) d (ppm) J (Hz)
H-3 6,73 s 6,74 S
H-6 6,24 di,4 6,25 d2,1
H-8 6,53 di,4 6,53 d2,1
H-2' 8,12 d2,1 8,14 d2,4
H-5' 7,25 d 8,6 7,26 d 8,6
H-6' 8,05 dd 2,1; 8,6 8,05 dd 2,4; 8,6
II-H-3 6,66 S 6,68 S
II-H-6 6,46 S 6,46 S
II-H-2' 7,64 d8,7 7,67 d8,9
[I-H-3' 6,83 d8,7 6,84 d8,9
[I-H-5' 6,83 ds8g,7 6,84 d 8,9
II-H-6' 7,64 d 8,7 7,67 d8,9

* DORA e EDWARDS, 1991.




Resultados e Discusséo — Hyeronima alchorneoides 82

12)
& ]
Ll 1)
2 g3 2r
e g = o
1 "?;‘ “:'f 28
] L
1 ol = b a SR o, s B
LIRS e e
! |l_.| ] 1 l. . 675 6.70 6.65 660 6.55 6.50PPM e
1 F=dD
SN MU 52 a’%%
| J
g M
=+ 2
oy e Beelc 8
3% = 2e &3 =2 E "IE = w
ss3x i R e YOG R g3% | b
L | ] T ]
Ti T P E O
L 'F ~ I 1
| If J J | 11 ! H
! | =
JM_ - U J 55
" ; . J ! T T ™1 T W
B0 T8 76 T4 7.2 7.0 6.8 66 6.4ppm !
L3
& i |
L]
a5 |
Lo

I |

3.BED1

L'— -3.TBES

......I----'-r1||||r1|1r-r"l""l"‘l'|'_l"l"r"-r_'1'.-.;|.L.......|..-

12 10 4 Eppm

Figura-21: Espectro de RMN-'H da amentoflavona, com expansdo da area dos prétons
aromaticos. (300MHz, CDCl3, deslocamentos em ppm). TMS utilizado como padréo interno.

Os deslocamentos observados no espectro de RMN-'H (Figura.21)
gue apresentaram os maiores acoplamentos (J=8,6 Hz e J=8,9 Hz) foram atribuidos
aos hidrogénios do anel B dos dois flavondides, por apresentarem acoplamentos

fortes com os respectivos hidrogénios vizinhos. Assim os dubletos apresentados em
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d 6,84 (2H, J=8,91Hz) foram atribuidos respectivamente aos hidrogénios II-H-3’ e II-
H-5' e os hidrogénios apresentados em d 7,67 (2H, J=8,92 Hz) aos hidrogénios Il-H-
2' e lI-H-6'. O flavondide | que apresenta a ligacdo no C-3 com o outro flavonoide

permite a aparecimento de acoplamento entre hidrogénios a longa distancia, com

conformacdo W, entre H2' e H6’, assim o duplo-dubleto em d =8,05 dd J=2,4 e
J=8,6 Hz) foi atribuido a H6’, e 0 dubleto em d 8,14 (J=2,4Hz) ao H2'. Da mesma
forma, o dubleto observado em d 7,26 (J=8,6 Hz) foi atribuido ao H5’, cujo forte
acoplamento com o hidrogénio vizinho, comprova a sua caracteristica. Outro
acoplamento observado neste composto, a longa distancia e com “conformacéo W',
foi entre os hidrogénios H6 e H8 do flavondide I, d 6,25 (@=2,1 Hz) e 6,53 (=2,1
Hz), respectivamente. Os singletos observados em d 6,74; 6,68 e 6,46 foram

atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-3, Il-H-3 e II-H-6.
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Figura-22: Espectro de RMN-"C APT, de amentoflavona (75MHz, CDCl3), deslocamentos em
ppm.

Os espectros de RMN-3C APT (Figura-22) nos permitiu confirmar a
presenca de 18 carbonos quaternarios e 12 carbonos terciarios. Além disso, como
todos os carbonos quaternérios presentes neste biflavonoide apresentam-se ligados
diretamente ao oxigénio na estrutura quimica, estas posicbes provocam um
desblindamento na nuvem eletrbnica destes carbonos, sendo deslocados para

campo baixo no espectro de RMN-13C, assim estes foram observados em d maiores
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gue 150ppm. As excec¢Oes foram observadas apenas para os carbonos 1',3’,10 da

apigeninal e os carbonos 8, 10 e 1’ da apigenina ll.

Tabela-15: Dados do espectro de RMN-'C da amentoflavona, obtido do extrato hexanico das
folhas de Hyeronima alchorneoides, comparados aos dados descritos na literatura.

d (ppm) -Referéncia* d(ppm) - espectro
CARBONO (50MHz, Me,CO-dg)  (75MHz, Me,CO-ds)
C-2 164,1 165,0
C-3 103,2 103,7
C-4 181,9 183,0
C-5 161,6 162,7
C-6 98,8 99,6
C-7 163,9 164,9
C-8 94,2 94,7
C-9 157,6 158,4
C-10 104,0 105,2
Cc-1 120,3 120,8
Cc-2 1279 128,8
Cc-3 1217
c-4 159,6 160,2
C-5' 116,4 117,4 12
C-6' 131,6 132,5
II-C-2 164,3 165,0
II-C-3 102,8 104,2
II-C-4 182,2 183,4
II-C-5 160,8 161,8
II-C-6 99,1 99,6
I-C-7 161,9 162,7
I-C-8 104,1 105,4
I-C-9 154,7 156,1
II-C-10 104,0 105,4
II-C-1' 121.,4 123,3
II-C-2' 128,3 129,1
II-C-3' 116,0 116,6
II-C-4' 161,1 162,6
II-C-5' 116,0 116,6
I-C-6' 128,3 129,1

* MARKHAM, SHEPPARD e GEIGER, 1987.

Os deslocamentos para os carbonos aromaticos sem substituicao
sdo observados préximos de d 128,5ppm (SILVERSTEIN et al., 1994), a influéncia
de substituintes neste anel provocam uma menor variagdo na posicdo meta. Assim
os deslocamentos observados em d 128,8; 129,1 e 129,1ppm foram atribuid os aos
respectivos carbonos: C-2’; I-C-2' e II-C-6’. O deslocamento observado no C-6’
(d=132,5ppm) reflete o desblindamento provocado pela formacéo do dimero entre C-

3’ ell-C-8.
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Os deslocamentos observados no campo alto foram d 94,7; 99,6 (2
carbonos), atribuidos respectivamente aos carbonos C-8 e C-6 a primeira apigenina
e C-6 da segunda apigenina, neste caso sem sofrer nenhuma variacdo em relacéo a

primeira flavona.

Uma comparacao deste espectro com relacdo ao espectro de RMN-
13C da flavona apigenina (MARKHAM et al., 1987), mostra que a formacdo do
dimero provoca um deslocamento de +5,7ppm ao C-3’' e +3,2ppm ao C-6’, além da
influéncia no C-8 de +10,1ppm. Os outros deslocamentos sédo bastante semelhantes

com variagcdes menores que 0,5ppm entre os carbonos.
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4.3 Compostos isolados

Os compostos isolados e identificados das folhas de Virola oleifera e
Hyeronima alchorneoides estdo resumidos abaixo (Tabela-16), juntamente com os

seus rendimentos.

Tabela-16: Compostos isolados das folhas de Virola oleifera e Hyeronima alchorneoides e seus
respectivos rendimentos.

massa rendimento rendimento
composto (mg) Extrato metandlico Folhas secas planta
bruta (%) (%)

oleiferina-B 38,2 1,00 0,1350 V. oleifera
oleiferina-C 28,0 0,10 0,0135 V. oleifera
astilbina+quercetrina 48,2 0,38 0,0509 V. oleifera
simiarenol 56,8 0,29 0,0250 H. alchorneoides
sitosterol 33,0 0,17 0,0145 H. alchorneoides
amentoflavona 40,0 0,29 0,0256 H. alchorneoides

Observa-se que o rendimento obtido para a oleiferina-B foi
aproximadamente 10 vezes maior que o observado para oleiferina-C. Ferri (1993)
nas suas investigacbes fitoquimicas com as folhas desta mesma espécie néo
encontrou diferengcas nos rendimentos entre estes dois compostos, além disso, o
rendimento obtido para os mesmos foi dez vezes mais baixo que o observado neste
trabalho. Estas variacbes podem estar relacionadas com as diferencas espaciais e
temporais dos locais de coleta. As folhas de V. oleifera, estudadas neste trabalho
foram coletadas em setembro de 1999, em Santa Catarina, e o material avaliado por

Ferri (1993) foi coletado em maio de 1990, em S&o Paulo.

Os processos de lignificagdo em uma planta podem apresentar
variagcbes ao longo de um ano, principalmente em funcdo da temperatura e

incidéncia luminosa (DONALDSON, 2001). Esta alta sensibilidade as condi¢cdes
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ambientais esta relacionado com a biossintese das ligninas (Figura-11, p.51), onde a
etapa da assimilacdo do guaiacil a partir da fenilalanina para a formacédo do acido
cinamico, precursor das lignanas e neo-lignanas séo dependentes da luz (GRAND et
al., 1979). Desta forma, o aumento nas concentragcdes das neo-lignanas, oleiferinas
B e C, observado neste trabalho, pode ser resultado desta variacdo sazonal,
considerando que o material coletado para este trabalho, foi realizado em periodo de

maior producéo destes compostos (DONALDSON, 2001).

As variacbes sazonais nas concentragbes de compostos
biologicamente ativos sdo detectadas também em outras espécies. Estudos
realizados com hipericina, composto ativo biologicamente extraido das folhas de
Hypericum perforatum, mostraram um aumento em torno de 56 vezes durante um
ciclo anual (SOUTHWELL e BOURKE, 2001). Estas variacdes foram atribuidas
principalmente as diferencas climaticas (pluviosidade, temperatura média,
fotoperiodo entre outros) observadas durante a época de coleta do material, sendo
observados também variagGes interanuais. Além das condi¢bes climaticas, os
processos fisioldgicos da planta (floracdo, senescéncia, formacdo e maturacdo de
sementes) foram responsaveis por estas variacoes.

Para a espécie estudada, V. oleifera, o periodo de floracdo ocorre
entre janeiro e maio, € a maturagdo das sementes se inicia no final de julho
prolongando-se até novembro (LORENZI, 1998). Desta forma, as diferencas nas
concentragdes das oleiferinas B e C, observadas neste trabalho e os relatados por
Ferri (1993) podem estar relacionados também com estes processos fisioldgicos, ja
gque o material coletado para este trabalho foi realizado durante o periodo de
maturacdo de sementes e o0 anterior, durante o periodo da floracdo. Para verificar os

processos responsaveis pela variacdo sazonal na producdo destes compostos €
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necessario um estudo mais minucioso, avaliando a influéncia destas variabilidades
ambientais e fisioldgicas na producao biologica dos mesmos.

Os estudos de Ferri (1993) avaliaram que estas duas neolignanas
foram os compostos de maior concentracdo entre as outras oleiferinas observadas
(oleiferina D e E). As diferentes técnicas de isolamento e purificacdo dos compostos
utilizados nestes trabalhos podem justificar o fato de ndo obtermos a identificacao
das outras neolignanas.

Os flavondides quercetrina e astilbina foram anteriormente isolados
das folhas e inflorescéncias de Iryanthera sagotiana (SILVA et al., 1997) espécies da
mesma familia das Virolas (Myristicaceae), no entanto esta foi a primeira vez que
estes compostos sdo identificados nas espécies de Virola, ndo nos permitindo uma
comparagdo com as concentracdes observadas em espécies coletadas em outras
regibes ou outras épocas.

Os compostos simiarenol e amentoflavona, isolados das folhas de
Hyeronima alchorneoides, foram registrados pela primeira vez nesta espécie neste
trabalho. b-sitosterol, um esteréide bastante difundido entre as plantas, e identificado
anteriormente nas folhas desta espécie (TINTO et al.,, 1991), ndo foi possivel fazer
uma comparacgao entre concentracdes ja que nao foi determinada a concentracéo no

trabalho anterior.
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4.4 ModificagOes estruturais na quercetina

A partir das folhas de Virola oleifera, foi isolada uma mistura de dois
flavonoides glicosilados, a quercitrina e a astilbina. Trabalhos anteriores realizados
por pesquisadores do nosso laboratorio, verificaram que a metilacdo realizada na
taxifolina, obtida a partir da hidrélise da astilbina (isolada de Hymeneae martiniana),
apresentou um aumento em torno de 8 vezes no efeito analgésico, quando aplicado
intraperitonealmente, no modelo das contor¢cbes abdominais induzidas pelo acido
acético (CECHINEL-FILHO et al., 2000). Além disso, testes bioldgicos realizados
com a mistura destes dois flavondides apresentaram uma inibicdo relativamente
elevada, quando utilizado este mesmo modelo de dor (KUROSHIMA et al., 2001),
indicando que a quercitrina deve ser a responsavel por esta atividade biologica.

Desta forma, estes resultados, nos motivaram a realizar
modificacdes estruturais na quercitrina e posteriormente na quercetina, e avaliar as
possiveis relacdes estrutura-atividade.

As modificacbes estruturais realizadas foram a acetilacdo e
metilacdo da quercetina. Os procedimentos laboratoriais, resultados e identificacdo
do produto das reacdes sao descritos a seguir e os testes biol6gicos, no préximo

capitulo.

4.4.1 Acetilacdo da quercetina

A acetilacdo da quercetina (5) (400mg) foi realizada através da

adicdo de piridina (4ml) em anidrido acético (2ml), deixado em banho-maria por 3
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horas com agitacdo ocasional. Apds o resfriamento, foi adicionado agua com gelo,
filtrado e recristalizado com MeOH:CHCl; na propor¢cdo de 5:1, e filtrado. Esta
reacdo nos forneceu 488mg de um composto cristalino branco na forma de agulhas
(P.F. 168,5°C; 169-170°C (GOMM e NIERESTEIN, 1931)), com um rendimento de
72%. A pureza do composto foi verificada através de CCD, a confirmacao da reacao
foi verificada através dos espectros e IV (Figura-23) e a identificagdo do produto da
reacdo foi confirmada através dos espectros de RMN-'H (Tabela-17, Figura-24) e

RMN-13C (Tabela-18, Figura-25).

Ac20/Py H.COCO.
> 3

>

O espectro de IV da quercetina (10) e da quercetina penta-acetilada
(13) (Figura-23) evidencia a ocorréncia desta reagdo. O espectro de quercetina

apresenta banda larga de absorcdo na regido entre d 3200-3000cm?, caracteristico

das vibracdes de deformacbes axial de O-H resultado das liga¢Ges intermoleculares;
vibracdes das deformacdes angulares de O-H, em 1456 cm™, caracterizando desta
forma a presenca dos grupamentos OH. No espectro do produto desta reacao,
observam-se bandas de absor¢cdo que o diferem do primeiro espectro: banda forte

em 1773 cm?, atribuida as vibrages da deformacéo axial de C=0, bandas de




Resultados e Discusséo — Modificaces estruturais 92

absorcdo em 1181 cm™, referentes as vibracdes das duas deformagdes axiais de C-
O, que caracterizam o grupo éster, a deformacdo axial de C-C(=0)-O e a
deformacgédo assimétrica de O-C=C. Além disso observa-se uma absor¢do forte em
1373 cm’}, referente as deformacdes angulares assimétricas de C-H das metilas. A
auséncia de absorcbes das vibracbes moleculares das deformacdes que
caracterizam os grupos OH indica que todos os cinco grupo OH foram substituidos
pelo grupo acetato. Outras absorcdes observadas nos dois espectros caracterizam a
presenca do anel aromatico: absorcido em 824 cm™ e 897cm™, referentes as
deformacdes angulares fora do plano das ligagdes C-H do anel e quatro absorcbes
entre 1650-1400 cm™, referentes as deformacdes axiais das ligacées C-C do anel

aromatico.
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O espectro de RMN-! (Figura-24, Tabela-17), confirma as cinco
substituicbes dos grupos OH da quercetina formando os respectivos acetatos,
indicado pelo singleto observado no deslocamento em d 2,3ppm, atribuido aos 15
protons dos 5 grupos metilas. Confirmado também pela auséncia de deslocamentos
referentes aos prétons hidroxilicos, inclusive o grupo hidroxilico presente no C-5,
cujo deslocamento é normalmente observado em d acima de 12ppm (MALAN e
ROUX, 1979). Este grupo hidroxilico apresenta-se fortemente quelado com o grupo

carbonil do vizinho C-4, caracterizando-se desta forma como a mais dificil

substituicao neste flavonéide (HERGERT et al., 1956).

Tabela-17: Dados do espectro de RMN-'H da 3,3,4’,5,7-penta-acetil-quercetina obtido da
reacao de acetilagdo da quercetina.

HIDROGENIO Referéncia* Este trabalho
(60MHz, CDCl5) (200 MHz, CDCl3)
d (ppm) J (Hz) d (ppm) J (Hz)

H-6 6,36 d2,0 6,87 d
H-8 6,53 d2,0 7,30 t
H-2’ 7,75 d2,0 7,70 d
H-5’ 7,00 d9,0 7,30 t
H-6’ 7,73 g 9,0 7,70 d
CHs; 2.3

* MALAN e ROUZX, 1979.

As distribuicbes dos deslocamentos de espectro de RMN-13C foram
comparadas e discutidas em relagdo a quercetina metilada considerando que néo
foram observados na literatura os deslocamentos para a quercetina penta-acetilada.

Portanto as pequenas diferencas se devem a esta diferenca estrutural.

O espectro de RMN-*C (Figura-25 e Tabela-18) ndo apresenta
muitas variacdes em relacdo aos deslocamentos observados para a quercetina. A

efetividade da reacéo foi confirmada pela presenca dos grupos metilas referentes
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aos deslocamentos observados em d 21,2~21,86ppm e através da presenca de

cinco grupos C=0 da carbonila do grupo acetato formado, cujos deslocamentos

observados em d 168,55 ~170,75ppm, foram atribuidos a estes carbonos.
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Figura-24: Espectro de RMN-'H da quercetina penta-acetilada, produto da reacao de acetilagao
da quercetina (200MHz, CDCI3). Deslocamentos em ppm e TMS como padréo interno.
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Tabela-18: Dados do espectro de RMN-"°C da 3,3',4’,5,7-acetil-quercetina obtido da reacéo de
acetilacdo da quercetina.

Referéncia* este trabalho
CARBONO (50 MHz)

dppm dppm
c2 158,7 142,90
C3 135,7 127,13
C4 179,7 157,55
C5 163,3 151,1
C6 100,2 109,70
C7 166,4 154,97
C8 95,1
C9 159,6 145,09
C10 105,9 109,70
Ccr 122,5 124,63
cz 110,6 114,6
Cc3 146,7 134,75
c4 136,2 128,45
C5’ 117,4
Ce’ 110,6 114,6
CH; 21,3

0O-C=0 168,55~170,75

* SLIMESTAD et al., 1995

4.4.2 Metilacdo da quercetina

A primeira reacdo de metilacdo, deixada em refluxo por 16 horas
apresentou um rendimento muito baixo, sendo este controlado por CCD. Foi
verificada nesta primeira reacdo que o produto, com Rf maior, provavelmente a

guercetina metilada apresentou um rendimento muito baixo.

Foram realizadas posteriormente varias reacdes de metilagdo com
procedimentos diferentes, alterando a propor¢céo entre a quercetina e o sulfato de
metila, o tempo de reacdo e a quantidade de carbonato de potassio anidro
adicionado. Foi verificado nestes experimentos que o aumento da proporcdo de

sulfato de metila em relacdo a quercetina ndo apresenta um melhor rendimento, e o
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Unico fator que parece ter melhorado o rendimento foi o tempo de reagéo. Deixado

nesta reacao durante 130 horas.

O produto final foi purificado através de cromatografia de coluna
utilizando a silica gel como fase fixa e CHCl; como fase mével, apenas as Ultimas
fracdes foram remobilizadas através da utilizacdo de uma fase movel com polaridade
crescente, utilizando-se para isso adicdo de MeOH em diferentes propor¢cdes. Esta
separacdo nos forneceu uma mistura de cinco compostos de dificil purificacdo. A
determinacdo do ponto de fusdo desta mistura (135~138°C), nos indicou que a
mesma é formada pela nistura das diferentes metilacbes da quercetina, os quais
devem apresentar pontos de fusdo bastante elevados, todos acima de 160°C, e
guanto menor a metilagdo, maior o seu ponto de fusdo (MALAN e ROUX, 1979;
HERGERT et al.,, 1956), apresentando este gradiente crescente até atingir 0 ponto

de fusdo da quercetina, 315°C (HERGERT et al., 1956).

Testes realizados anteriormente (HERGERT et al., 1956) mostraram
gue a metilacgdo da quercetina segundo o método utilizado neste trabalho
((CHg)2S04 e K,CO3) apresenta um rendimento maior em relagdo os outros métodos
conhecidos, utilizando CHzl (KUPCHAN e BAUERSCHMIDT, 1971) ou diazometano
(GOMM e NIERENSTEIN, 1931), possibilitando desta forma a formacéo de diversos
produtos de metilacdo em substituicdo aos grupos hidroxilas. Além disso, eles
estabeleceram os padrbes de substituicAo no decorrer desta reacdo, sendo as
hidroxilas ligadas aos carbonos C-3; C-3' e C-4’ 0s primeiros a serem substituidos,
seguidos da substituicdo da hidroxila ligada ao C-7 e por ultimo a hidroxila do C-5, o

gual forma uma quelagcédo com o grupo carbonila, dificultando a sua substituigcéo.
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Desta forma, esta mistura de compostos pode estar constituida
pelos 5 produtos de metilacdo da quercetina, com gradientes decrescentes de
concentragdo conforme o aumento no grau de substituicdo, verificado pelos CCD.

Concentracdes menores foram observados para produtos mais apolares.

Esta mistura de compostos foi recromatografada diversas vezes
através de CC, porém como a sua purificacdo foi dificil, esta mistura foi testada

farmacologicamente e comparada com a quercetina acetilada.
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4.5 Atividade bioldgica

Trabalhos anteriores indicam a utilizacdo das folhas destas plantas,
no combate as colicas intestinais, dor estomacal (FERNANDES et al.,, 1993),
enxaguecas, sem, no entanto uma comprovacao cientifica para estas atividades.
Desta forma, um dos objetivos deste trabalho foi verificar a presenca destas
atividades farmacoldgicas nestas plantas, identificando os principais grupos ou 0s

compostos responsaveis pelo mesmo.

Assim, os extratos metanodlicos brutos das folhas destas plantas
foram primeiramente testados farmacologicamente para verificar a presenca da
atividade antinociceptiva. Posteriormente, os extratos hexanico, diclorometanico e do
acetato de etila foram também testados, direcionando os estudos fitoquimicos, nas
fracbes que apresentassem as maiores atividades, segundo o paradigma oriental da

busca de novos farmacos (YUNES e CECHINEL FILHO, 2001).

4.5.1 Atividade antinociceptiva

A dor é definida como uma sensacgdo desagradavel localizada em
uma regiao especifica do corpo, sendo um sinal de alerta resultante de um estimulo
produzido por ameaca a algum tipo de tecido do organismo (ISSELBACHER et al.,

1998). Apesar desta definicdo classica da linha médica, a dor € uma experiéncia
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pessoal e altamente subjetiva, onde se consideram os diferentes fatores culturais,

sociais emocionais, tornando a sua avaliacdo de extrema complexidade.

A transmissdo da dor € um mecanismo que envolve uma série
complexa de interacdes das estruturas periféricas e centrais do tecido superficial ao
cortex cerebral. Podem ser classificadas em nociceptiva, neurogénica, neuropatica e
psicogénica, associadas respectivamente aos estimulos nociceptores, dano ao
tecido neural, disfuncdo neural ou fatores psicolégicos (FURST, 1999 e MILLAN,

1999 in CALIXTO et al., 2000).

Os nociceptores sdo neurdnios sensiveis a dor, localizados na pele,
vasos, musculos, visceras e sdo ativados por algum estimulo mecanico, térmico, ou
guimico, os quais sdo conduzidos ao sistema nervoso central (SNC). Esta
transmissdo passa por uma complexa cadeia de nervos envolvendo o0s sistemas

nervosos central e periférico.

Os ensaios bioldgicos realizados neste trabalho para avaliar a acédo
nociceptiva dos extratos, fracdes semi-purificada ou dos compostos purificados das
plantas, consistram na injecdo de &cido acético intraperitonealmente nos
camundongos como um estimulo quimico, causador da dor. A injecdo deste acido
provoca uma contracdo abdominal seguido de um estiramento dos musculos
abdominais. A presenca de um composto ou extrato com ag&ao antinociceptiva, alivia

a acao do acido aceético

4.5.1.1 Atividade antinociceptiva dos extratos e fragcdes semi-purificadas
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Os resultados obtidos a partir dos testes farmacolégicos dos extratos
brutos destas duas plantas, comprovaram a atividade antinociceptiva das mesmas,
demonstrada pelo uso popular (Tabela-19). As folhas de V. oleifera apresentaram
neste modelo, uma inibicdo em torno de 40% nas contor¢cdes abdominais
provocadas pela injecao intraperitoneal de acido acético, quando comparado com o
controle, enquanto as folhas de H. alchorneoides, apresentaram uma atividade mais

potente, em torno de 66%, quando aplicados nas doses de 10mg/kg.

Tabela-19: Efeito dos extratos metandlicos brutos de V. oleifera e H. alchorneoides, das
fracdes de hexano, diclorometano e acetato de etila semipurificadas (10mg/kg) nos testes de
contorcao abdominal induzida por acido acético a 0,6%. Controle 1, utilizado para o calculo da
% de inibicdo do extrato metanélico bruto e o controle 2, para as demais fragdes.

n°® médio de

~ % inibicdo Erro padréo
contorcdes

Extrato Metanol 26,2 +8,0 39,8 3.9

V. oleifera Frag&o hexano 34,8+ 14,4 51,3 59
Fr. Diclorometano 61,0+ 18,1 14,8 8,1

Fr. Acetato de etila 35,4+ 16,8 50,5 6,3

Extrato Metanol 19.2+9,1 55,9 3,7

H. Frag&o hexano 2,6+23 96,4 1

alchorneoides Fr. Diclorometano 12,4+£6,6 82,7 29
Fr. Acetato de etila 7.8+6,2 89,2 2,2

controle 1 435+83 - 2,2

controle 2 716+116 0 - 51

As analises fitoquimicas realizadas nas folhas destas plantas foram
direcionadas a partir dos testes fitoquimicos, assim, o0s extratos semi-purificados

foram testados neste mesmo modelo (Tabela-19), com esta finalidade.




Resultados e Discusséo — Atividades bioldgicas 103

«» 100 - o 100 - B- H. alchorneoides
2 A-V.oleifera 3 = -
s 801 s 80 =

o =

S 4 s 2

S 260 T r S%e{ o

8 < 2

o 5404 =% o S 40

® S Q3

o9 2w

8 © 20 1 = 20 A

= ’_T_‘ <

s 0 . . . '3 0 . . . .
R MeOH Hex DCM AE ° MeOH Hex DCM AE

OBS: Cada coluna representa uma média de 6 a 8 camundongos, os erros padrdes séo
apresentados nas barras verticais.

Figura-26: Efeitos da administracao intraperitoneal do extrato metandlico bruto, das fracdes
hexano, diclorometano e acetato de etila (10mg/Kg) das folhas de V. oleifera (A) e H.
alchorneoides (B), no modelo de contor¢cdo abdominal induzido por acido acético a 0,6%.

As fragbes semipurificadas, hexanica e acetato de etila, das folhas
de V.oleifera, apresentaram um pequeno aumento em relacdo ao extrato metanolico
bruto (Figura-26), passando de 40% para aproximadamente 50%. A fracéo
diclorometano, no entanto, apresentou uma inibicdo menor, em torno de 14%
apenas, em relacdo ao controle. Para as fracoes semipurificadas das folhas de H.
alchorneoides, houve um aumento significativo na inibicdo das contorgdes
abdominais, quando comparado ao extrato metandlico bruto. Passando de 55% para
aproximadamente 90% de inibicdo. Normalmente os extratos brutos de uma planta
tendem a apresentar uma atividade biologica menor em relacdo as fracles
semipurificadas em funcdo dos compostos estarem menos concentrados nos
extratos metandlicos (HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991; RATES, 2001). No
entanto, devem ser considerados outros problemas quando se avalia os resultados
dos testes farmacoldgicos de um extrato bruto de uma planta ou as suas fracdes

semi-purificadas. Um dos problemas esta relacionado com os falsos positivos, por
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exemplo, pela presenca de taninos e/ou saponinas, ou os falsos negativos, como a
baixa solubilidade dos compostos ou dos extratos para aos ensaios biolégicos
(HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991; PHILLIPSON, 2001). Desta forma,
baseado nestes resultados, foram realizadas as investigacbes fitoquimicas, na
tentativa de isolar os compostos majoritarios, e posteriormente identificar as sua

atividades.

4.5.1.2 Atividade antinociceptiva dos compostos isolados das folhas de Virola

oleifera e Hyeronima alchorneoides

Os compostos isolados das folhas destas plantas foram testados

farmacologicamente neste modelo de dor, e sé&o apresentados a seguir.

Tabela-20: Efeito dos compostos isolados (10mg/kg) das folhas de V. oleifera e H.
alchorneoides, e dos padrbes analgésicos, injetadas intraperitonealmente nos testes de
contor¢cdo abdominal induzida por acido acético a 0,6%.

0,
% Erro padréo

inibicdo
oleiferina-B 27,0 6,9
V. oleifera oleiferina-C 76,0 4,68
quercitrina + astilbina 62,0 5,21
b- sitosterol* 54,0 2,0
H. alchorneoides amentoflavona** 67,0 4.0
simiarenol 74,0 77
compostos acido acetilsalicilico*** 38 2
comerciais paracetamol*** 35 1
dipirona** 33 8

OBS:resultados expressos em porcentagem de inibigdo em relagéo ao controle, representando a
média de 6 a 8 camundongos.

* SANTOS et al., 1995.

** da SILVA, et al., 2001.

*** MEYRE-SILVA, 2000.
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Os compostos isolados das folhas de Virola oleifera, a oleiferina-B e
C e a mistura de flavondides (quercitrina e astilbina) apresentaram respectivamente
as seguintes porcentagens de inibicdo do nimero de contor¢des abdominais: 27, 76
e 62%, no ensaio farmacoldgico testado (Figura-27). Observa-se que estes
resultados quando comparados aos apresentados pelas fragcbes semi-purificadas
dos quais estes compostos foram isolados, foram menores para a fracdo hexano,
passando de 50% para apenas 27% (oleiferina-B) e a fracdo diclorometano
apresentou um aumento significativo, passando de 15% para 76% (oleiferina-c). O
perfil cromatografico apresentado para estas duas fracfes, mostra que as mesmas
sédo formadas basicamente pelos mesmos compostos e nas mesmas proporcoes, a
Unica diferenca foi observada para a presenga de compostos muito apolares na
fracdo hexano, provavelmente 6leos essenciais, 0s quais ndo foram observados na
fracdo diclorometano. Lopes e colaboradores (1997, 1999b) determinaram uma
série de 6leos essenciais nas folhas de Virola surinamensis, sendo alguns inclusive
formado por fenil-propandides, tendo o mesmo precursor das oleiferinas na rota
biossintética, aumentando a possibilidade da presenca destes compostos nesta
espécie. Alguns destes 0Oleos essenciais exibem uma forte atividade antinociceptiva
em diferentes modelos de dor (CALIXTO et al., 2000), além disso, a toxicidade dos
Oleos volateis é bastante conhecida em funcdo da sua acéo alelopatica nas plantas
(HARBORNE, 1993; SIMOES e SPITZER, 1999; MALHEIROS e PERES, 2001), o
gque pode ter ocasionado o falso positivo, discutido anteriormente. De uma maneira
ou de outra, a presenca destes compostos neta fragcdo pode justificar a alta inibicao
apresentada por esta fragdo, sem a mesma ter sido registrada no composto

majoritario isolado da mesma.
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Figura-27: Efeito da administracdo intraperitoneal dos ®@mpostos isolados das folhas de V.
oleifera (A), H. alchorneoides (B), e dos padrdes analgésicos, aplicados intraperitonealmente
(10mg/Kg) no modelo de contor¢do abdominal induzido por acido acético a 0,6%.

Além destas semelhancas, foi observado que o0s compostos
majoritarios presentes nas duas fragcdes correspondem as oleiferinas-B e C,
verificado também em trabalhos anteriores (FERRI, 1993). Como a porcentagem de
inibicdo de oleiferina-B foi muito pequena em relacdo a oleiferina-C, a elevada
porcentagem de inibicdo observada para a fragdo semi-purificada de hexano, pode

ter sido ocasionada pela presenca deste composto nesta fragéo.

Quanto a pequena atividade apresentada pela fragdo diclorometano,
pode ser resultado dos falsos negativos, como a baixa solubilidade do extrato
durante o ensaio farmacolégico (HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991;
PHILLIPSON, 2001), ou entdo a acdao inibitéria da atividade biolégica pode ter sido

resultado da acdo antagbnica apresentado nesta fracdo, em funcdo da acédo
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conjunta com 0s outros compostos presentes na mesma (CALIXTO et al.,, 2000;

WILLIAMSON, 2001).

A oleiferina-C foi testada em diferentes concentragGes para verificar
a existéncia da relacdo dose-dependéncia deste composto neste modelo (Figura-
28). A relacdo dose-dependéncia nos permite calcular o Dkp, ou seja, a
concentracao necessaria do composto para inibir 50% da atividade. Normalmente os
valores de DIk sé@o expressos em molaridade, facilitando a comparagdo com outros

compostos padronizados para este modelo.

A - B 1401 133 125
J 120 A
2 60
n i = 100 A
1§ g 50 én
5 £ i = J
e 4 I s 80
S 2 30 L 3 60
o 2 o
5 20 A O 40 A
< T _© 17,25
10 A 20 -
0 a T T T 1 0 T T 1
controle 3mg/L 6mg/L 10mg/L oleiferina aspirina paracetamol*

Cada coluna representa a médiade 6a 8
camundongos (erros padrdes representa-
dos nas barras verticais) em diferentes

concentragdes.

* Meyre-Silva, 2000.

Figura-28: Efeito antinociceptivo causado pela oleiferina-C, aspirina e paracetamol sobre as
contor¢gdes abdominais induzidas pelo acido acético (0,6%) em camundongos. ADiferentes

concentragcdes de oleiferina-C, testados neste modelo. B-Valores de IDs; (Mmol/kg) calculado
através das curvas de concentragdes crescentes de cada composto.

As neolignanas estdo amplamente distribuidas no reino vegetal,
tornando-as essenciais para a manutencdo das plantas, desempenhando
principalmente importantes papéis nas adaptacbes ecoldgicas, sendo inclusive
considerados indicadores no processo evolutivo em angiospermas (GOTTLIEB,

1984, 1987). Sao atribuida a estes compostos uma variedade de atividades
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biologicas: antitumoral (MacRAE e TOWERS, 1984), antifungica (LOPES et al.,
1999a; ZACCHINO et al, 1998), anti-leishmaniose (COSTA et al., 2001),

antihepatotoxica e antiinflamatoria (BARBOSA FILHO, 1999).

Apesar desta vasta gama de aplicacdes, ainda ndo havia sido
registrada a atividade antinociceptiva para as oleiferinas, como a oleiferina-C e B
registradas neste trabalho. Apesar de ter sido testado em um Unico modelo, estes
resultados dédo um indicativo destes compostos serem promissores como
analgésicos, principalmente a oleiferina-C, cujo valor de Dko.foi aproximadamente 7
vezes menor em relagcdo aos modelos utilizados.

A mistura de flavondides glicosilados, quercitrina e astilbina,
apresentou uma inibicdo de 62,0+£5,2% nas contor¢bes abdominais (Tabela-20).
Trabalhos anteriores mostraram que a astilbina apresentou uma atividade pequena
neste modelo de dor, com Dky maior que 133umol/kg (CECHINEL FILHO et al.,
2000), efeito inferior a apresentada pelos farmacos padrdes como a aspirina e
paracetamol (Figura-27). Desta forma, o efeito antinociceptivo observado para esta
mistura deve ser resultado da acdo da quercitrina, ndo descartando a possibilidade
do efeito sinérgico nesta mistura.

CECHINEL FILHO e colaboradores (2000) verificaram que a
astilbina apresentou um aumento nas atividades analgésica e antinflamatérias
guando foi hidrolizado e metilado, indicando que a hidrofobicidade destes compostos
parece ser um dos fatores que determinam a acdo analgésica. Baseado nos
resultados anteriores, somado a alta inibicdo apresentada pela mistura destes
flavonoides, esta mistura foi hidrolizada, os flavonéides agliconas foram isolados e a
quercetina foi modificada estruturalmente e verificada a ag¢do analgésica dos

mesmos. Estes resultados sdo mostrados no préximo sub-item.
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Os compostos isolados das folhas de H. alchorneoides, b-sitosterol,

simiarenol e amentoflavona apresentaram uma porcentagem de inibicdo bastante

significativa, acima de 70%, sendo a mais baixa observada para o b-sitosterol (54 *
2%). b-sitosterol, um dos esterdis mais conhecidos no reino vegetal, esta juntamente
com o simiarenol, um triterpeno pentaciclico, entre os grupos de compostos que
apresentam uma ampla gama de atividades biolégicas, entre as quais se destacam
as atividades antiinflamatorias e antinociceptivas (CALIXTO et al., 2000).

O esterbide b-sitosterol registrado anteriormente nas folhas desta
planta (TINTO et al., 1991), ja havia sido testado em diversos outros modelos de dor,
indicando a sua atividade antinociceptiva e antiinflamatoria (SANTOS et al., 1995).

O triterpeno simiarenol, identificado pela primeira vez nas folhas
desta planta, apresentou 74,0 + 8% de inibicdo nas contor¢cdes abdominais dos

camundongos no modelo do &cido acético. Esta elevada atividade biologica
registrada para este composto, em adicdo a inibicdo apresentada também pelo b-
sitosterol justifica o elevado potencial de inibicdo apresentado pela fracdo hexano
(96,4 £1%), da qual estes dois compostos foram isolados.

Tinto e colaboradores (1991) isolaram das folhas desta planta além
do sitosterol, dois outros terpenos conhecidos na fitoquimica, o lupeol e o
estigmasterol, este Ultimo com atividade antinociceptiva conhecida (SANTOS et al.,
1995), os quais podem também estar presentes nesta espécie. Deve-se, no entanto
levar em consideragédo as diferentes localidades de coleta do material de estudo,
enquanto Tinto e colaboradores (1991), trabalharam com material coletado na
Guiana Francesa, o material para este trabalho foi coletado no sul do Brasil, e as
diferencas regionais podem influenciar na composi¢cdo fitoquimica das plantas

(GOTTLIEB e BORIN, 2000).
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A elevada atividade antinociceptiva observada para a fracdo hexano
e a mesma nao ter sido observada isoladamente nos compostos purificados, pode
estar indicando que estes compostos devem estar atuando de forma sinérgica, tendo
ainda a colaboracdo de outros compostos minoritarios, ndo identificados atuando

positivamente para a mesma atividade (WILLIAMSON, 2001).

A amentoflavona, um biflavondide isolado da fracdo acetato de etila,
das folhas de H. alchorneoides, registrado pela primeira vez também nesta planta, ja
havia sido verificada a sua agao antinociceptiva, cuja inibicéo foi de 67 +4%, quando
aplicado a uma dose de 10mg/kg (da SILVA et al., 2001). Da mesma forma que a
fracdo anterior, 0 composto majoritario isolado apresentou uma atividade biologica
menor que a apresentada pela fragcdo semi-purificada (89,2+2,2%).

O perfil cromatografico desta fracdo acompanhado através de HPLC
acoplado ao detector de varredura de diodo, indicou a presenca de poucos
compostos, nesta fracdo, porém com polaridades muito parecidas, de dificil
separacdo. Os picos mostraram perfis de UV tipicos de flavonoides, com méaximas
absorbancias em 270 e 330nm (amentoflavona); 268 e 355nm (flavonol), 290 e
330nm (flavanone) (BROLIS et al., 1998), indicando a presenca dos mesmos nesta
fracdo. Estes compostos foram confirmados através dos espectros de RMN-'H e
RMN®C como sendo flavonéides glicosilados com substituicbes no anel A e B,
porém ndo puderam ser identificados em fungdo da contaminacdo com fragmentos
de outros flavondides. Estes resultados nos déo indicativos da presenca de outros
flavondides nesta fracdo, os quais sdo conhecidos por apresentar uma elevada
atividade antinociceptiva (Di CARLO et al., 1999; CALIXTO et al., 2000).

Desta forma, a elevada atividade observada para esta fracdo pode

estar indicando a acao conjunta destes compostos, a amentoflavona, com atividade
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antinociceptiva conhecida e os outros flavonodides, ndo identificados, mas com
reconhecida atividade antinociceptiva.

A amentoflavona ja foi testada em diversos ensaios biologicos,
sendo verificadas as atividades antiviral (WANG et al., 1998; LIN et al., 1999; MA et
al., 2001); eficaz contra os agentes causadores da tuberculose (LIN et al., 2001);
antitumoral (WANG et al, 1998); antidepressivo (NIELSEN et al., 1988;
BAUREITHEL et al., 1997), estimulante (SUZUKI et al., 1999) e antiinflamatoéria
(TROVATO et al, 2001). Est4d presente em duas espécies tradicionalmente
utilizadas na medicina popular a Ginkgo biloba (STICHER, 1993) e Hypericum
perforatum, nesta Ultima espécie, sendo atribuida a amentoflavona a atividade
antidepressiva, caracteristica do extrato desta planta, em fungdo da correlagédo
observada entre a concentracdo deste composto e a inibicdo das ligacbes com o
flumazenil (BAUREITHEL et al.,, 1997). O flumazenil é o primeiro antagonista
especifico dos benzodiazepinicos (sedativo) a ser utilizado em testes clinicos (RALL,
1991), conferindo-lhe a importancia biolégica deste composto e sobretudo quando a

sua presenca se observa como um dos compostos majoritarios de uma planta.

45.1.3 Atividade antinociceptiva dos compostos obtidos das modificacoes

estruturais.

A quercitrina foi isolada das folhas de Virola oleifera como uma
mistura junto com a astilbina. Esta mistura foi hidrolisada, e os respectivos flavonois
agliconas, a quercetina e a taxifolina, foram isolados. A quercetina foi submetida a
reacoes de modificacbes estruturais a acetilacdo e a metilagdo e os produtos destas

reacOes foram submetidos aos ensaios bioldgicos.
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A quercetina penta-acetilada apresentou 78,6 + 4% de inibicdo nas
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético (Figura 29), o que representa
um aumento em torno de 10% em relacdo ao efeito nociceptivo apresentado pela
guercetina. Neste caso, apesar do aumento observado neste efeito, a presenca de
grupos acetatos no composto ndo parece ser de fundamental importancia no seu
mecanismo de acao.

A acetilacdo da hidroxila de C-3' de 7,4’dimetoxi-3’hidroxiflavona,
isolada de outra espécie da Virola /. michelli) apresentou um aumento na acéo
antiinflamatéria em torno de 70% (CARVALHO et al., 1999). Deve-se salientar que
as diferencas estruturais observadas entre estes compostos, e as diferentes
posicbes das substituicdes, podem estar sendo responsaveis por estes diferentes
resultados biologicos. Estes resultados indicam que estes fatores sdo de
fundamental importancia na avaliacdo biologica destes flavonodides, tornando-os de
uma complexidade ainda maior, principalmente quando se objetiva a compreenséo e
elucidacdo dos mecanismos de acdo deste farmaco e das interacbes estrutura-
atividade do mesmao.

A reacdo de metilacdo da quercetina realizada com adicdo de
(CH3).SO4 e KyCOs3 nos forneceu uma seérie de subprodutos com polaridades
menores que O seu precursor, Vverificadas através de CCD, porém de dificil
separacdo, 0s quais ndo puderam ser isolados e purificados pelos métodos
convencionais. Assim a mistura destas quercetinas de diferentes padroes de
metilacdo foi testada farmacologicamente e discutida em fungdo do quercetina e da
guercetina acetilada.

A mistura das quercetinas metiladas apresentou 77,1 + 2,5% de

inibicdo nas contor¢Bes abdominais no modelo de dor induzidas pelo &cido acético
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(0,6%) (Figura-27). Este resultado foi muito parecido com a porcentagem de inibicao
apresentada pela quercetina acetilada (78,6 * 4,3), ndo apresentando diferencas
significativas estatisticamente. Porém, 0s mesmos apresentaram um aumento em
torno de 10% em relagéo a quercetina. A mistura de compostos obtida da reacdo de
metilacdo pode ter ocasionado esta pequena diferenca entre os resultados dos
ensaios biologicos. Nao apenas a diminuicdo da polaridade (substituicdo das
hidroxilas), mas principalmente os padrbes de substituicdo estdo fortemente ligados

as atividades bioldgicas.
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Figura-29: Efeito antinociceptivo causado pelos produtos da modificacdo estrutural da
guercetina (A), e os padrdes analgésicos conhecidos (B), sobre as contor¢cdes abdominais
induzidas pelo acido acético (0,6%) em camundongos, injetados na dose de 10mg/kg.

Foi observado anteriormente que quaisquer substituicbes de
hidroxilas por grupos metilas realizadas nos anéis A ou C da quercetina, provocam
um aumento na acado relaxante dos musculos da traquéia em torno de 10 vezes, e

as substituicbes no anel B deste composto, mesmo provocando uma diminuicado da
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sua polaridade, apresentou uma diminuicdo na atividade biologica, em relacdo a
guercetina de aproximadamente 6 vezes. Mesmo ndo se tratando da mesma
atividade biologica, observa-se neste caso que nao apenas a polaridade do
composto, como vinha sendo discutido anteriormente, mas os padrbes de
substituicdo sdo mais importantes para definir a estrutura-atividade, auxiliando desta
forma, nas etapas de sintese de farmacos mais potentes (KO et al., 1999).

As reacdes de metilacdo e acetilacdo da quercetina provocam uma
diminuicdo na polaridade do composto em fungdo das substituicbes dos grupos
hidroxilas. Varios trabalhos tém relatado o aumento da atividade antinociceptiva com
a diminuicdo da polaridade dos compostos testados (CARVALHO et al.,, 1999;
CECHINEL et al., 2000; da SILVA, et al.,, 2001). Apesar de nao existir uma
explicacdo satisfatoria com relacdo a acdo dos farmacos como agentes anestésicos,
a maioria das teorias € baseada nas propriedades fisico-quimicas destes compostos.
A relacado inversa entre polaridade e atividade antinociceptiva observada por este
trabalho e diversos autores, parece estar indicando que a acédo destes compostos
ocorra principalmente na matriz lipidica da membrana celular ou regides hidrofébicas
das proteinas especificas ligadas as membranas (KENNEDY e LONGNECKER,
1991).

Apesar das pequenas diferencas observadas na atividade entre a
guercetina penta-acetilada e as diversas substituicdes da quercetina metilada, estes
compostos apresentaram porcentagens de inibicdo maiores que o0s padroes
tradicionalmente conhecidos como analgésicos, a aspirina, a dipirona e o0
paracetamol. A eficiéncia na inibicdo das contor¢cdes abdominais foi praticamente o

dobro ao observado para estes padrées, mostrando a eficacia destes compostos.
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Estes resultados mostram a importancia da continuidade deste
trabalho, na tentativa de isolar os flavonoides metilados, definir os padrées de
substituicdo e testa-los farmacologicamente, para verificar a influéncia destes

padrdes de substituicdo no modelo antinociceptivo realizado.
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5 CONCLUSOES

5.1 Virolaoleifera

A avaliagdo fitoquimica e farmacologica das folhas de Virola oleifera
nos permitiram concluir que:

+ As fracdes hexano e diclorometano apresentaram praticamente a mesma
composicao fitoquimica, diferenciando-se apenas pela presenca de possiveis
Oleos volateis na fracdo hexano, comprovados pelos perfis cromatograficos.

+ Estas fracBes forneceram as neolignanas denominadas oleiferinas-B e C,
isoladas como produtos naturais anteriormente a partir das folhas desta mesma
espécie. A oleiferina-B apresentou um rendimento de 0,135% em relacdo as
folhas secas e a oleiferina-C, 10 vezes menos concentrada. Estes compostos
apresentaram-se como majoritarios nestas duas fracdes, como visto em
trabalhos anteriores. No entanto, diferencas temporais e/ou espaciais podem ter
ocasionado a diferenca no rendimento observado entre este trabalho e o anterior.

+ A fracdo acetato de etila forneceu uma mistura de flavonoides glicosilados, a
quercitrina e a astilbina, na propor¢cdo de aproximadamente 3:1. Trabalhos
anteriores, apesar de relatarem a presenca de flavondides em outras espécies
desta familia, este foi o primeiro registro destes compostos nesta espécie.

+ As modificacbes estruturais realizadas com a quercetina foram metilacédo e
acetilacdo. A acetilacdo forneceu a quercetina penta-acetilada, com um

rendimento em torno de 72%. A metilagdo forneceu uma mistura de compostos
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mais apolares que a quercetina, indicando ser provavelmente uma mistura de
varios graus de metilacado da quercetina.

+ O ensaio biolégico realizado com os compostos isolados das folhas desta planta
e com os produtos das modificacbes estruturais da quercetina foi o teste de
analgesia, medida pela porcentagem de inibicdo das contor¢cbes abdominais
induzidas pela injecdo de acido acético (0,6%) em camundongos. Estes ensaios
mostraram que o0s compostos isolados das folhas de V. oleifera que
apresentaram as maiores atividades, foram a oleiferina-C e a mistura de
flavondides glicosilados, cujas porcentagens de inibicdo foram respectivamente
iguais a 76 e 62%. Estes resultados representam praticamente o dobro da
atividade que os compostos tradicionalmente utilizados como analgésicos, o
AAS, paracetamol e a dipirona.

£ A quercetina penta-acetilada e a mistura de flavonodides metilados apresentaram
um aumento em torno de 10% na atividade analgésica, indicando que neste caso
a modificacdo estrutural ndo parece ser o fator essencial para a realizacdo da
atividade analgésica.

+ Diante dos resultados promissores obtidos em relacdo as modificacdes
estruturais da quercetina, sugere-se a continuidade deste estudo, obtendo-se
derivados obtidos das reacdes de benzilacdo, benzoilagdo e entre outros e
verificar os testes farmacologicos dos mesmos.

+ As diferencas observadas nas propor¢bes entre as duas neolignanas obtidas
neste trabalho e o anterior, sugerem a continuidade deste trabalho com um
controle de qualidade destes compostos, levando em consideragcédo a variacéo

sazonal, regional e as diferentes partes desta planta.
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5.2 Hyeronima alchorneoides

A avaliacédo fitoquimica e farmacoldgica das folhas de Hyeronima

alchorneoides permitiram concluir que:

+ Os perfis cromatograficos e os rendimentos das fracbes obtidas desta planta,
sugerem que a mesma apresenta-se basicamente constituida por compostos ou
fortemente polares, extraidos pelo acetato de etila, ou fortemente apolares,
extraidos pelo n-hexano.

+ As folhas de Hyeronima alchorneoides forneceram trés compostos, o esteroide
b-sitosterol, o triterpeno simiarenol e o biflavonéide amentoflavona, destes,
apenas o primeiro composto havia sido registrado nesta planta anteriormente.

+ Os testes farmacoldgicos realizados com os compostos isolados desta planta
mostram que o triterpeno simiarenol e o biflavonéide amentoflavona
apresentaram as maiores atividades, 67 e 74%, respectivamente na inibicdo das
contorgbes abdominais induzidas pelo acido acético. Estes resultados
representam, da mesma forma que os compostos isolados das folhas da outra
planta, o dobro da atividade que os compostos utilizados comercialmente e
comprovando o uso desta planta pela medicina popular para este fim.

+ Estas elevadas atividades bioldgicas obtidas destes compostos sugerem a
continuidade deste trabalho realizando outros testes analgésicos, utilizando

outros modelos analgésicos.
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ANEXO

Segue em anexo, trabalho cientifico resultado de uma parte deste
trabalho de pesquisa intitulado: “Phytochemical and pharmacological investigations

of virola oleifera leaves”.




