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RESUMO

Foram estudadas as partes "aéreas", que correspon
dem as folhas, flores e ramos jovens, da Sebasiiania schottiana

Muell. Afg. Euphorbiaceae com o objetivo de isolar -e determinar

os compostos com atividade farmacolbgica.

Do extrato éter de petrbleo-1l, obtido a partir
do extrato metandlico bruto, foram isolados quatro compostos em

pregando cromatografia em coluna e em camada delgada.

O composto-1 foi identificado como sendo a 2-hi

droxi=4,6~dimetoxi-acetofenona possuindo pf 810C., PM 196 (M +
para C10H1204 teoricamente 196,07), o espectro de massa: 181
(100), 166 (8,2), 138 (5), o RMN'H (CDC1,): 2,60 (s, 3H, CH,CO),

3,82 (s, 3H, CH3O), 3,85 (s, 3H, CHBO), 5,92 (d J = 2,5 1H ) e

6,06 (d g 2,5, 1H, 2 arom.), 14,03 (s, 1lH, OH). O UV mostrou
um maximo em 286 nm. O IV evidenciou a presenga de um anel aroma

tico substituido, um grupo carbonila ( C = O ) e os grupos meto

xilas ( —OCH3), mas nenhuma absorcdo foi detectada para o grupo
hidroxila ( - OH ).
O composto-2 foi identificado como Glutinol um

triterpeno'com‘pf_209OC., PM 426 (M+ para C30H500), o espectro

: 1
' de massa: 426, 411, 308, 274, 259, 245, 218, 205 e 193, o RMN'H

~(cpCly): ppm: 0,80 (s, 3H, CH3), 0,87 (s, 3H, CHy), 0,95 (s, 3H,
CH3), 1,0 (s, 3H, CH3), 1,05 (s, 3H, CH3), 1,09 (s, 3H, CH3) '

1,11 (s, 3H, CH3), 1,14 (s, 3H, CH3), 3,45 (4, 1H, oH), 5,65 (t,

1
metila em 2925, 2965 cm_l, e de hidroxila.em 3460 cm

1H, R R2C=CRH). O IV mostra absorgoes caracteristicas de C-H de

1.
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O composto 3 apresentou um pf 176°C., o) RMNlH

(CDC1,) : ppm: 0,75 (s, 3H,ACH3), 0,80 (s, 3H, CHy), 0,88 (s, 3H,
CH3), 0,90 (s, 3H, CH3), 0,98 (s, 3H, CH3), 1,0 (s, 3H, CH, )
1,02 (s, 3H, CH3), 3,2 (d, 1H, OH) e um sinal a 4,6 ppm. O IV
apresenta absorgBes caracteristicas de metila em 2900, 2840 afi,
e de hidroxila em 3400 cm_l. O composto seria um triterpeno, cu

ja estrutura quimica nao foi ainda identificada por falta de da

dos.

O composto 4, de coloragao branca com pf 136°%C. ,
apresenta no IV absorcao de hidroxila em 3420 cm_l e uma banda
de absorcao de C-H em 2910, 2840 cm !. Sua estrutura guimica nao

foi ainda identificada por falta de dados.

A 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona foi analisa
da farmacologicamente, sendo eficaé em inibir as respostas con
trateis, induzidas por diferentes agonistas na musculatura lisa
isolada, além de inibir também as contragoes provocadas por esti
mulacao elétrica transmural em varias preparagoes isoladas , ©
gue sugere uma acao anti-espamddica direta a nivel das células

musculares lisas.

A correlagao entre estrutura quimica e a ativida
de farmacoldgica permitiu sugerir que o centro ativo da molécula
*da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona esteja relacionada com a

estrutura CH3O—C=C—C=C-C=O.F

O significativo rendimento deste composto (0,25 %),
no extrato e o seu efeito anti-espasmodico nos tecidos estudados,
levam a considerar que os resultados obtidos aééiam O emprego po
pular desta planta, para o tratamento de afecgoes renais, a exem
plo das espécies conhecidas como "quebra pedra" pertencenté a fa

milia das Euphorbiaceae.
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ABSTRACT

Leaves and stems of Sebastiana schotitiana Muell.
Arg., were studied to isolate the compounds that present pharma
cological activity. A 90 % methanolic extract of the vegetal ma
terial was concentrated under reduced pressure to 1/5 of its ini
tial volume, and then extracted with petroleum ether and later
with others solvents. The petroleum ether extract, that present
pharmacological activity, was concentrated under reduced pressu
re and subjected to CC over silica gel to give components 1-4.

This components were further purified by prep. TLC on silica gel.

Compound 1l: 2-Hydroxy, 4,6-dimethoxyacetophenon :

c.oH..0, (MT196), mp 81°C, UV.  nm: 286 IR em™L: 3100, 1615 ;
19%12%% X v
max max
1HN MR (lOOMHZ CDCLB) ppm: 2.60 (s, 3H, CHBCO-), 3,82 (: s, 3H
CH,0-), 3.85 (s, 3H'CH3O—), 5,92 (d, J = 2.5 1H), 6.06 (& J =

2.5, 1H, 2 arom H), 14.03 (s, 1H, OH); MS m/z (rel. int. %) 196

(3), 166 (8.2), 138 (5).

Compound 2: Glutinol C O(M+426), mp 209°cC ’

30850
IR cm T: 3460, 2925, 1460, 1385; HN MR (60 MHz, CDCly) ppm :
0.80, 0.87, 0.95, 1.00, 1.05, 1.09, 1.11, 1.14 (8xs, 8x3H ,
3.45 (4, 1H, OH), 5.65 (dd J = 5, H-6), MS mz (rel.int.

%)z 426 (12), 275 (22), 274 (100), 259 (41), 205 (19).
Compounds 3 and 4 were not identified.

Pharmacological "in vitro" analysis revealed that
2-hydroxy-4,6-dimethoxyacetophenon (1 to 300 uM) caused a con
centration reléted inhibitory effect in both drugs and on eletri
caily-evoked contractions in several smooth muscles. These re

sults indicate that 2-hydroxy-4,6-dimethoxyacetophenon exerts a
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direct antispasmodic activity in smooth muscle preparations.

The correlation between the structure of differents
derivatives of 2-hydroxy-4,6-dimethoxyacetophenon and its pharma
cological, activity suggest that the active center is related to

the group CH3O-C=C—C=C—C=O.

The yield of 2-hydroxy-4,6-dimethoxyacetophenon
(0,25 %) and its relaxant propierties on smooth-muscle suggests
that the popular use of Sebastiana schotiiana as a remedy for

kidney or bladder calculi may be related to such an action.



CAPITULO I

I - INTRODUCAO
1.1 - CONSIDERACOES GERAIS

No Brasil, inlimeros vegetais s3o empregados como
fonte alternativa de medicamentos. Na medicina popular varias es
pécies que pertencem a familia das Euphorbiaceae, s3o empregadas
com o proposito dé facilitar a remogao de calculos renais ou bi
liares. Destaca-se entre elas as espécies do género Phyllanthus
sellowianus Muell. Arg., Phyllanthus tenellus R., Phyllanthus
concovadensLs Muell. Arg., Phyllanthus diggusus Xlotx., Phyllan
thus acutif4olius Spreg., e Phyllanthus brasiliensis Muell. Arg.,
plantas conhecidas popularmente como "quebra-pedra" ou "erva-pom
binha". Alguns autores estendem estes nomes & outras espécies
afins, do género Phyllanthus como Chamaesyce thymifolia ( L. )
Mill., Euphorbia thymifolia L. e Sebd&tiania schottiana Muell.

Arg.8’2’25’28’35’36’39’41’42 e 45.

Pio Correia9 nao considera "quebra-pedra" e "erva
pombinha" como sindnimos, afirmando que as espécies Oenanthe
pheffandrium Lam., Phgﬂﬂahthué concovadensis Muell. Arg., Saxd-
fraga granulat L., e Silaus pratensis Bess., sao as "quebra- pe
dras" .e como "erva-pombinhas”; Phylfanthus acutifofius Spregn. ,
Phyllanthus diffusus Klotx., Phyllanthus Lathyroides Muell. Arg.,

Phyllanthus Limobengii Muell. Arg., e Phyllanthus niruri (L.) Muell.

Arg..

Em nosso Pais, a vasta disfribuigao geografica des

tas plantas, aliada a existéncia de cerca de 7 milhoes de brasi



leiros portadores de.litiases34, permitem avaliar o enorme poten
cial medicinal destas espécies, estendendo-se a outros paises La
tinoamericanos, bem como, em certas regioces da Africa Ocﬂiaﬁzﬂ?G;
Nestas regioes, o consumo destas plantas tem objetivado nao ape
nas a eliminagdo dos calculos rendis, mas também para o tratamen
to da diabete, das disenterias e das afecgOes espasmbdicas dos

intestinosa4’36’42.

A analise quimica das varias espécies do género,
incluindo o Phylflanthus nirurni (L.) Muell. Arg., revelou a exis
téncia de diversos alcalbides (securina, dehidrosecurina) flavo
noides (quercetina, astragalina, quercetrina, isoquercitrina e

rutina)25'28’19’35’38’39, e lignanas (filantina20,28,4148,4%59'

hipofilantina6’20’28’47’48’49’50’55’59, nirantinal, lintetrali
na20’21'59, nirtetralinal’zo’sg, filtetralinal'21’47’55’59, en
tretanto os efeitos farmacol8gicos destes combostos nao foram

ainda avaliados.

Estudos guimicos e farmacoldogicos, que foram con
duzidos nos laboratorios de p8s-graduacao de Fisico-Quimica, e
no Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa
Catarina, permitiram demonstrar um efeito anti;espasmédico ex

pressiva‘do extrato hidroalcodlico de ramos jovens do Phyllanthus
sellowianus Muell. Arg.4l. A analise fitoquimica preliminar des
ta espécie, indicou a existéncia de terpenos, flavonbides e de
alcaldides. Foi demonstrado que estes alcalBides apresentam pro
priedades anti-espasmodicas em preparacoes de musculos lisos ’
sendo sua poténcia comparavel & da papaverina8’62. Este efeito
miorelaxante, féi contudo mais‘expressivo em tecidos como ileo

de cobaia e o ureter de cdo, decorrentes de suas propriedades |,

similares a papaverina, de antagonizar competitivamente os canais



de calcio existentes na membrana celular. Os reéultados parecem,
portanto consonantes camn o .uso popular do vegetal conhecido como f"c;ug
bra-pedra", contribuindo assim para o esclarecimento do seu meca
nismo de agao e, abrindo outras possibilidades terapéuticas para
o futuro;:no tratamento de quadros diarréicos e outras emfermida
des onde os antagonistas de canais de qélcio tem~se mostrado efi

cazes.

No que se refere especificamente a diarréia, asso
ciada ou n3o & desnutrigao, sabe-se que & uma das principais cau
sas de mortalidade infantil principalmente nos paises do tercei
ro mundo. Em vista das dimensoes do problema, intensos esforcos
tem sido dispendidos na busca de firmacos com maior eficicia an
tidiarréicaz. Atualmente, a Loperamida constitui-se na droga mais
usada devido suas' propriedades anti-propulsivas e anti-secretora.
Mais recentemente, Reynolds e Col.,4‘5 apresentaram evidencias que
as acobes da Loperamida sao causadas como consequéncia de um blo
gueio dos canais de calcio e, consequentemente tais resultados ,
vém de encontro & poétulag&o de que os alcalbides do Phyllanthus
sdellowlanus Muell. Arg., poderiam constituir-se também em agen
tes anti-diarrBicos em potencial, pois estes compostos ' também

provocam bloqueio especifico de canais de c8lcio, além de serem

mais seletivos para atuarem no misculo liso intestinal.

No que se refere ao Phyllanthys niruni (L.:) Muell.
‘Arg.. Os resultados obtidos nos laboratdorios da Universidade Fe
deral de Santa Catarina, indicaram a existéncia de compostos an
ti-espasmodicos nos diversos extratos analisados, com caracteris
tica farmacoldgicas semelhantes aos estudos realizados com o)

PhyLlanthus selfowianus Muell. Arg., (resultados em fase de pu

blicagao). Recentes observacoes relatadas por pesqguisadores da



Escola Paulista de Medicina, sujeitas a configuragao, sao bastan
te encorajadoras quanto ao emprego medicinal do #hyﬁﬂanthub niru
#i (L.) Muell. Arg., no Séntido de gue o chd deste vegetal apre
senta baixa toxidade por via oral em paciente, elevando o teor
de creatinina, o que poderia contribuir para o tratamento das

afecgoes renais.

No Estado do Parana e Santa Catarina, viceja a es
pécie Sebastiania schottiana Muell. Arg., pertencente a familia
das Euphorbiaceae, sendo esta usada pela medicina popular com as
mesmas finalidades do Phyflanthus sellowianus Muell. Arg.. Morfo
l6gicamente a Sebastiania schottiana Muell. Arg., & semelhante
ao Phyllanthus sellowianus Muell. Arg., o que explica o uso con
junto das mesmas nas preparagoes da medicina popular, na regiao

onde ela sao abundantes, como no vale do Itajai.



1.2 - CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE EM ESTUDO E SUA DISTRIBUI

CAO GEOGRAFICA

Sebastiania schottiana Muell. Arg., & encontrada
nas florestas pluviais da encostas Atlantica, em areas do Sudes
te do Escudo Rio Grandense, em florestas com presenca de Arauca
rias e também na Bacia do Rio Uruguai. Ocorre normalmente nas
barrancas dos rios, e também entre ilhotas de pedras, figura 1 e
2. E conhecida popularmente pelos nomes de "branquilho", "sarandi
negro" e "sarandi"?3/%4. Em santa Catarina, conforme levantamen
to realizado no Herbario Flor da Universidade Federal do mesmo
Estado (tabela 1), a espécie foi encontrada nas corredeiras do
Rio Itajai-Acu, no municipio de Apiuna. Ja no Estado do Parana,
foram realizados levantamentos nos Herbarios do Museu Botanico
da Prefeitura Municipal de Curitiba e do Departamento de Botani
ca da Universidade Federal do Parana (tabela'Z e 3), sendo que a
espéecie foi localizada nos Municipios de: Ponta Grossa, Palmei
ras, Jaguariaiva, Joaquim Murtinho, Guaira, Foz do Iguacgu, Arapo
ti, Marechal Candido Rondon, enquanto que nos Estados de Mato
Grosso e Minas Gerais foi encontrada nos Municipios de: Rio Bri
lhante e Diamantina. Sao encontradas ainda, através de permutas
de exsicatas depositadas no Herbario do Museu Botanico da Prefei

tuta Municipal de Curitiba, e exemplares coletados em "Paso de

Los Libres", na Argentina;



ndy-ielelr oty op

©3TeT *I'D % ST9Y 'Y ®eiATOpaIIo) ‘°DS ‘euntdy ou/s L6ES
ureTd WM § - ¢ Tenbnan oty &g
"WYY 8 yitws g1 2doysdaals -ebueatdeizl 6GTET 896C
(¢96T°T0"LT) euRIRd BITEND
UTSTY % 2313y ‘sepsnd o3es 06121 A4

I0T3d OTIERqISH
I039T0D ©319TOD Sp TEeDOT 0x13sThoy °op &N ou o0x13sThbax °@p &N

‘euUTIR}IR) BIURS Op TeRISPDJ OPRPISISATUN BP ODTU

®jog O3IOH Op OTIEqIsH OU sepeiztsodsp °bay *TTeONW DUDYFFOYDY DYUDYYYDGIS SP SBIEDTSXI - T VIFLVL



‘euRIRd
‘ndenb1 op zog ‘sejex

3I99 ‘yodoequosieH '3R) ‘TeRUOTORN onbieg G8SzT €T0S
‘d I ‘y3tus ‘euexed ndenby op
3399 ‘ydoequosieH zog ‘TreuoloeN snbieg zZ9v2 GZEW
(EL6T*TO"0T) puexed ‘eatetaenbep
3395 ‘yoequosieq ‘seopog s913 062110D LOTTE 886
(0L6T"0T"¥Z) *0SS0ID O3eW ‘83juURy
119D ‘yoequosieH -TIg OTY ‘eTIedEp OTY €LTITST SELS
*H ‘seeq pueied ‘eateraenbep |
3195 ‘yoequosjeH ‘stey ooutd ‘opesber LEGET €295
"€ T ‘UlTuws puexed
319D ‘ydeqoyssieH ‘sgbuss ‘TTUnd Op OTY 1929 vIve
STeX9H SeUTW
‘S ‘H ‘UTMII  ‘eUTjURWRTQ Sp WY SIUTA "u‘s SLILL
oTaeqisy

10337100

B3DTOD °p TeOOT]

oI3sThsx op &N

oc.ouumﬂmwn 2P &N

‘eueIed Op TeIS9pSd SPEPTSISATUn ep BOTURlOd Op oOjusweijaedsq Op

otaeqisy ou sepejtsodep ‘-bHay "TTONW (' HIY "TTONW) VYUDYYFOYDY DYUDYYIVG2S ©P SEILDTSXH -~ 7 YIFLVL



‘euered
‘essoas ejuod ‘unp

(SL6T"TTI"€0) ‘1heqry OTY ‘essorn _
319D ‘yoeqyosieH e3juod ®QI3TIND ‘pod €L1ST €80LT
‘puexed
(9961°€0°20) ‘eATeTaenber 8p *UTKH
3199 ‘yoequosieq ‘stoyg oout) ‘opeabeT _ LEGET L96T
*0 ‘oyoTsod rUT3luabIy SOTY SaI3ud P18 SPHZOT
TLLETETTS9T)  ‘*guexed {exTsuied *unpy)-
3199 ‘yoequosied Tbeqry otd ‘gFed op *pou GZZOo¥ _ €085
(9L6T° 0T ¥0) *seton
3399 ‘yoequyosieg{TIswedl*Unp) BqUNIO) OTH £G68€ 768TS
‘euty
(EL6T"TT*T0) -usbay ‘ss83jusixod *a0i1d
ZTnyds ‘D ¥ ‘seaqr sOT Sp oOsed so1 2e6e81 o8¥8¥v
(EL6T"60°LC) ‘puexed ‘essoxn ejuod
3199 ‘yYoequosiel 8p ‘uny ‘oIjesl3TIUV 986Z¢€ : ZSv0E
_ OTIeqIaH
I0398TOD B]STOD 8p Tedo] 0I13sTbdI 3P BN _ ou ox3stbsx 8P &N

‘eqT3Tan) op Tedrotuny eanjitaisid ep TedroTuny OOTURIOE NSSNK OpP

oTIeqISH ou sepe3zisodsp *bay ‘TToNW (*bay *TTSNW) YUVYFFOYDY sw:swwqd@ww ep Se3ROTSXH = § VIAAVL



TABELA 3 - Continuagao.

N9 de registro no
Herbario

N@ de registro

Local de coleta

Coletor

43609

100001

105833

2961

7702

53902

52243

39937

3067

39823

60971

Rio Capivari, Mun.
Jaguariaiva, Parani.

Volta Grande, Lavras
do Sul, Rio do Sul,
Santa Catarina.

Joaquim Murtinho,
Parana,

Sete Quedas, Mun,
Guaira, Parani,

Porto Mendes, Mare
chal Candido Rondon,
Parand, _

Parque Nac, Sete Que
das, Mun. de Guaira,
Parana.

Iguagu Falls Argentina.

Hatschbach, Gert

Sobral, M,

Pirami, J.R.
104.,09,1984)

Reitz & Klein
(27.01.1962)

Hatschbach, Gert
(21,06.1967)

Hatschbach, Gert
(24.03.1977)

Davis, P.H.
Hatschbach, Gert




ARG.) MUELL. ARG.,

Divisao
Classe
Sub-classe
Ordem
Sub-ordem
Familia
Sub-familia
Tribo
Género
Espécie

Sinonimia Vulgar:

SEGUNDO ENGLER'S

1.3 - POSIGAO SISTEMATICA DE SEBASTIANIA SCHOTTIANA

16

Angiospermae
Dicotyledoneae
Archichlamydeae
Geraniales
Euphorbiineae
Euphorbiaceae
Euphorbioideae
Hippomaneae

Sebastiania

10

(MUELL.

Sebastiania schottiana

Branquicho, Sarandi-negro,

Branguilho e Sarandi

43,44
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1.3.1 - RESUMO PRELIMINAR DA ESPECIE, SEGUNDO SMITH, L.

DOWNS, R. J. 53 .

Sebastiania schottiana (Muell. Arg.) Muell. Arg.

Euphorbiaceae.

Arbustro de 2 - 3,5 m de altura, completamente gla
bro, ramos eretos ou ascendentes, quase pretos, lenticelados, espi
nhosos; estipulas ovadas, triangulares cédas caidas; peciolo 2 - 4
mm; folhas lanceoladas até espatuladas, obtusas ou largo agudas ,
longo-estreitas na base, inteiras, subcoridceas, as nervuras late
rais evidentes; espigas terminais sobre raminhos curtissimos, 1 -
2 cm; eixo filiforme; bracteas masculinas um pouco mais curtas que
os pedicelos femininos alargados até 2 ém no fruto; capsulas com

seis cornos em meia altura.
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1.4 - SINOPSE DA FAMILIA EUPHORBIACEAE

A familia Euphorbiaceae € muito bem representada
na flora brasileira, englobando cerca de 8000 espécie, distribui
das em aproximadamente 300 géneros e dividida em quatro sub-fami
lias, de um modo geral, sao localizadas mais comumente nas regioes

. .27 P
tropicais” . Os representantes desta familia apresentam forma e as
pecto variavel , existindo desde as de porte arbdreo, até as de
arbusto, sub-arbusto e trepadeiras, apresentando ainda um nuamero

representativo de plantas Gteis ao homem.

A mamona, Ricinus cumunis L., & uma das mais conhe
cidas espécies desta familia. Apresenta um Oleo a partir de suas
sementes que € empregado na Industria Farmacéutica e na de Plasti
c027. A seringueira da Amazdonia, Hevea brasifiensis (Run.) Muell.
Arg., € a maior produtora de borracha natural, a mandioca, Maninot
esculenta Grantz., cujas raizes tuberosas nos fornece amido e fari
nha, & considerada como planta relacionada a subsisténcia de popu
lagoes rurais, em diversas regioes do Brasil’. Existem muitas plan
tas desta familia cultivadas como -ornamentais , destacando-se,
a espécie do Género Euphorbia, Pedifanthus, Jatropha e Aclypha, de

vido ao porte elegante e ao colorido de suas folhas, que sao utili

zadas nos parques e jardins.

Entre as Euphorbiaceae como uso na medicina popu-
lar distingue-se o género Phyllanthus, popularmente conhecido como
"quebra-pedra", "erva-pombinha", "arrebenta-pedras" ou "saxifra-

.43,44,51 L . e
ga , largamente utilizadas como diureticos, litotiticos, eu
péticos e aperientes. Sao empregadas em cistites, cdlicas renais ,

enfermidades crdnicas da bexiga, hidropsia e em distlirbios da pros

tata. As folhas e sementes sao usadas como remédio especifico con
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contra a diabete.

Segundo Fossatls, o guebra-pedra & um poderoso diu
rético e eliminador de &cido {irico, sendo usado na medicina  popu
lar com muita confianca, para combater a diabete, a colica dos
rins, as moléstias da bexiga, a retengao urinaria e as afecgoes do

figado como a ictericia.

{
Embora com uso na medicina popular ja consagrada ,

pouco sao os trabalhos cientiIficos relacionados com a agao farmaco
légica, composigdao quimica e morfodiagnose de varias espécies do

- 5
Genero .



14

1.5 - OBJETIVOS DO PRESENTE TRABALHO

Ao consﬁltar a literatura especifica realizada em
Chemical Abstracts, Biological Abstracts e International Pharmaceu
tical Abstracts, nao foi encontrada referéncia alguma sobre inves
tigagcdes quimicas e farmacoldgicas com extratos da espécie em estu
do, Sebaétiania schottiana Muell. Arg.. Considerando sua importan
cia na medicina popular de algumas regioes do Brasil, foi desenvol

vido o presente trabalho visando:

1 - Determinacao preliminar no extrato bruto de al

guns grupos quimicos de interesse farmacologico.

2 - Extragao e isolamento dos principios com poten

cial atividade farmacoldgica.
3 - Identificagao dos compostos isolados.

4 - Analise farmacoldgica do extrato bruto e dos

compostos purificados.

5 - Modificacao da estrutura para teste de grupo mo

lecular ativo.



CAPITULO II

II - PARTE EXPERIMENTAL

2.1 - MATERIAL BOTANICO

A espécie em estudo foi coletada no Municipio de
Apitna, no Estado de Santa Catarina. A identificacao foi realizada’
pelos botdnicos A. Reis e C. C. Leite, do Herbario Flor do  Horto

Botanico da Universidade Federal de Santa Catarina.

Considerando que na medicina popular, & empregada a
parte denominada "aérea", que corresponde as folhas, flores e ra
mos jovens, estes 5rg§os vegetais foram submetidos a dessecaééo‘ H
4OOC., em estufa, com tiragem de ar umido. A sequir o material foi

15

fragmentado, reduzido a po fino (tamis n? 10, Far. Bras. II ") e

acondicionado em recipientes ao abrigo da luz e umidade.



FIGURA 1 - Vista parcial do local das coletas da Sebastiania schot

tiana Muell. Arg., nas corredeiras do Rio Itajai-Acu

14

Municipio de Apiuna, Estado de Santa Catarina, 19.10.

1986.



FIGURA 2 - Infrutescéncias da Sebastiania schotfiana Muell. Arg.,

em inicio de maturagao.
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2.2 - PESQUISA DE PRINCIPIOS ATIVOS

Antecedendo ao estudodos principios ativos das par
tes aéreas, Sebastiania schottiana (Muell. Arg.) Muell. Arg., foi
realizada a determinacao preliminar de alguns grupos quimicos de
interesse farmacoldogico de acordo com a marcha sistematica de ana

lise em Fitoguimica, segundo Moreira23 e Wichtho.

2.2.1 - PREPARO DO EXTRATO ALCOOLICO E DO EXTRATO AQUOSO

POR DECOCCAO SEGUNDO BALBACK7

O material vegetal pulverizado (20 g), foi aguecido
em chapa elétrica durante 15 minutos com 100 ml de agua destilada.
ApOs um.repouso de 10 minutos, foi filtrado e o volume completado

para 100 ml.

2.2.2 - ALCALOIDES

O material vegetal pulverizado (0,5 g) foi aquecido
em banho—maria durante 10 minutos, com uma mistura de 1 ml de éci
do cloridrico 2 N e 9 ml de agua. Apds o-resfriamento, o extrato
foi filtrado, e adicionou-se 3 ml de hidrdoxido de amodnia concentra
da. A solucao alcalina foi agitada duas vezes com 10 ml da mistura

de éter-clorofdrmio (3:1 v/v) de cada vez.

A fase organica separada foi tratada com sulfato de
sodio anidro, e filtrada. O filtrado foi evaporado em banho Maria

até a secura. O residuo foi retomado com 2 ml de acido cloridrico
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2 N., dividido em 5 tubos de ensaio, e adicionou-se separadamente 3
gotas : dos reativos: Mayer, Bouchardat, Bertrand e Dragendorff. 0]

guinto tubo foi usado para comparagao.

" Efetuou~se, ainda a pesauisa para alcaldides, de
acordo com Stanislas e cols.54, cuja técnica & a que segue. Cerca
de . 500 g das partes aéreas do vegetal, foram submetidas a uma mace
ragéo com etanol 60% v/v durante 10 horas. A seguir o extrato eta
ndolico foi filtrado, e o residuo foi lavado com 100 ml de mesmo
solvente por duas vezes. Os extratos reunidos foram reduzidos a me
tade por destilagao a vacuo a 40°C.. Em seguida, o extrato foi alca
linizado com hidroxido de amdnia concentrada e extraido 4 vezes com
-porcoes de 50 ml de clorofdrmio. Os extratos clorofdrmicos reunidos,
foram evaporados @ secura e o residuo foi retomado com 2 ml de aci
do cloridrico a 2% e dividido em 5 tubos de ensaio. A seguir pesqui
sou-se os alcaldides com os reativos: Dragendorff,_Mayer, Bouchardaf

e Bertrand, empregando-se o quinto tubo para o branco.

2.2.3 - FLAVONOIDE85

Cerca de 0,5 g da droga pulverizada, adicionada a
30 ml de metanol, foi mantida em ebuligao sob refluxo durante 10 mi
nutos. A solucao ainda quente foi filtrada e o filtrado diluido com
10 ml de agua destilada. Apds o resfriamento, a solucao foi agitada
2 vezes com 10 ml de éter de petrdleo, e a fase metandlica aguosa
separada, foi evaporada até a secura, sob pressao reduzida e a tem
peratura de éproximadamente 40°c. O residuo obtido foi dissolvido
em 15 ml de acetato de etila,‘e a solugéo filtrada. Um volume de 2

ml desta solugao foi utilizada em cada uma das reagoOes de identifi-

cagao.
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2.2.3.1 - REDUCAO PELO HIDROGENIO

(reagao de Shinoda ou reagao da cianidina)

Foram adicionados a solugao de acetato de etila 200
mg de magnésio e gotas de acido cloridrico concentrado. Os deriva
dos flavonicos, as flavonas, as flavononas e os flavonodis de cor

amarela sao reduzidas a compostos antocianicos avermelhados.

2.2.3.2 - REAGCAO COM ACIDO SULFUORICO CONCENTRADO

Na presenca de acido sulfiirico concentrado os com
postos flavdnicos, em geral formam sais de oxOnio e as solugoes a

;presentam fluorescéncia amarela.

2.2.3.3 - REACAO DE PEW

(redugao pelo hidrogénio)

Ao adicionar-se a solugao de acetato de etila 200
mg de pd de zinco e gotas de acido cloridrico concentrado, os deri

vados flavonicos, de cor amarela reduzem-se a compostos antociani

cos avermelhados.

2.2.3.4 - REACAO COM CLORETO FERRICO DE ACORDO

COM COSTAlO'll

As solugoes alcodlicas de flavondides produzem dife

rentes tonalidades.
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2,2.4 - TANINOS
2.2.4.1 - REACAO COM CLORETO FERRICO

0 extrato aguoso obtido em 2.2.1 (10 ml), foi trans
ferido para um tubo de ensaio onde foi adicionado duas gotas de so
lugcao aquosa de cloreto férrico a 1%. O desenvolvimento de colora

cao verde, azul ou a formacao de precipitado, indica ensaio positi

vo.
2.2.4.2 - FORMOL CLORIDRICO
(ensaio de Stiasny30)
0O extrato aguoso obtido em 2.2.1 (20 ml), foi subme
tido a refluxo durante 30 minutos, com 10 ml de reagente; ( formal
deido 40% - acido cloridrico fumegante 1:3 v/v). Apds o resfriamen

to foi filtrado e o residuo foi lavado com agua destilada. No pre
cipitado foram pesquisados os taninos condensados enquanto que no

filtrado, os taninos hidrolisaveis.

2.2.5 - ANTRAQUINONAS

O extrato alcodlico obtido em 2.2.1 (20 ml), foi re
fluxado durante 15 minutos com 3 ml de acido sulfurico 10%. O fil
trado foi esfriado e transferido para um funil de separagéo. A es
te filtrado foram adicionados 30 ml de agua destilada e extraido

trés vezes com 10 ml de benzeno.
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Os extratos benzénicos foram reunidos e concentra
dos a 10 ml, sendo transferidos para um tubo de ensaio e agitandos
com 10 ml de hidroxido de amdnia. Os derivados antraguindnicos ,

de cor amarela, formam radicais cromdforos avermelhados.

2.2.6 - HETEROSIDEOS CARDIOATIVOS

Ao extrato alcodlico obtido em 2.2.1 (50 ml), foi
adicionado 50 ml de agua destilada e 5 ml de solugao de acetato ba
sico de chumbo a 10%. A seguir o liguido sobrenadante foi agitado,
centrifugado e, transferido para um funil de separacao, onde foram

extraidos com trés partes de 15 ml de cloroformio. Os extratos clo

roformicos foram reunidos e concentrado em rota vapor a 40°c , ate
um volume de 5 ml. Realisou-se as identificagoes segundo Baljetl4,
Liebermann Burchardl4’12 e Keller Kilianil4’12.

2.2.7 - SAPONINAS
Agitar energicamente 5 ml de extrato aquoso obtido
em 2.2.1, em um tubo de ensaio durante 5 minutos e deixar em repou
so durante 30 minutos. Espuma persistente indica ensaio positivo.

2.2.8 - OLEO ESSENCIAL

Os diferentes Orgaos vegetais foram esmagados entre

os dedos, onde foi realizada a pesquisa olfativa.
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2.2.9 - CUMARINAS

Ao extrato alcodlico (50 ml) obtido em 2.2.1 foi
adicionado uma guantidade suficiente de acido cloridrico até»q ob
tencao de.pH l. O volume foi reduzido para 10 ml em rota-vapor a
40°c , em seguida foi transferido para um funil de separacgao e agi
tado trés vezes, com porcoes sucessivas de 20 ml de éter etilico.
Em seguida o extrato etéreo foi reunido e o seu volume reduzido a

10 ml.

Gotas do extrato etéreo foram depositadas em papel
de filtro circular, em trés pontos previamente determinados, de
modo a obter trés manchas de 1 cm de diametro. As manchas 1 e 2
foram tratadas com uma gota de solucao de hidroxido de sddio N. A
mancha 1 foi coberta com uma lamina de aluminio, e em seguida, o)
papel de filtro levado para uma camara de luz Ultra-violeta, ficag
do exposto a mesma, sob ondas longas (366 nm) durante 3 minutos. O
desenvolvimento de'fluorescéncia azul na mancha exposta a luz indi

ca cumarinas.

2.2.10 .- FENOIS COM POSICAO ORTO E META LIVRE

O extrato etéreo (2 ml) obtido em 2.2.9, foi trans
ferido para uma capsula de porcelana e levado a secura, adicioﬁag
do-se a seguir 2 gotas de reativo de Liebermann recentemente prepa
rado. ApOs 5 minutos, foi adicionado 1 gota de agua destilada e a
mistura homogenizada com um bastao de vidro, logo a seguir foram
acrescentados gotas de hidroxido de sddio 4 N. O = desenvolvimento

de coloracdo indica a presenga de fendis.
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2.2.11 - FENOIS COM POSICAO PARA LIVRE

Quatro ou cinco gotas de solugéo etérea obtida em
2.2.9, foram transferidas para uma capsula de porcelana escavada,
juntando—ée 1 gota de reativo de Millon, esperou-se cinco minutos,
nao ocorrendo desenvolvimento de coloragao, agueceu-se a mistura
em estufa, a temperatura de 100°c , durante 3 minutos. O desenvol

vimento de coloracao vermelha indica presenca de fendis.

2.2.12 - ACIDOS ORGANICOS

O extrato etéreo restante obtido em 2.2.9, foi leva
do & secura. Adicionou-se 5 ml de agua destilada para a determina

cao do pH. A reagao acida confirma a presenga de acido organico.

2.3 - EXTRACAO DOS PRINCIPIOS ATIVOS
2.3.1 - OBTENCAO DO EXTRATO METANOLICO BRUTO

As partes aéreas (folhas, flores e galhos finos) de
Sebastiania schottiana Muell. Arg., (10 kg) recem coletadas, foram
moidos e submetidas a extracao em metanol a 95% & temperatura am
biente durante duas semanas, com repetidas reposigéo de solvente.
0 extrato total metandlico foi concentrado a 1/4 do seu volume em

evaporador rotatdrio a pressao reduzida, resultando num material

de verde-amarelado.

0 extrato foi armazenado em. frasco de cor ambar e

deixado repousar em uma camara fria, por um periodo de 24 horas.
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O extrato foi novamente filtrado, resultando numa solugao de cor
avermelhada, recebendo a denominacao de extrato metandlico bruto.

O filtrado foi conservado em camara fria, eliminando-se os fatores
de alteracao como, a luz, a temperatura e contaminacao microbiold-
gica, sendo somente retirado para o preparo das.extragoes dos seus
constituintes. Aparentemente, estes cuidados foram suficientes '
uma vez que a atividade é a composigao das solugoes, foram constan

tes durante oOs experimentos.

2.3.2 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO METANOLICO BRUTO

O extrato metandlico bruto, foi transferido para um
funil de separacao e agitadb 5 vezes com o dobro do seu volume com:
éter de petroleo, clorofdrmio e acetato de etila. O liquido restan
te @ o extrato hidroalcodlico. .Em cada uma dessas extracoes foi es
perado a nitida visualizagao das linhas de separacgao dos solventes.
As fases foram recolhidas em recipientes separados e concentrados
em rota-vapor a 40°Cc  até a secura, sendo denominados de extratos
de éter de petroleo-1 , clorofdrmio-2 , acetato de etila-3 , e hi

droalcodlico-4 . A figura 3 resume as operagoes realizadas para ob

tencdo das fragoes.

Uma amostra de 0.050 g dos estratos acima obtido fo
ram usados nos testes das atividades farmacoldgicas. O extrato de
éter de petréle?—l , € clorofdrmio-2 , apresentaram atividade far
macolégica,/péées extratos foram fracionados, visando isolar os

seus constituintes ativos.
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FIGURA 3 - Esquema de extracao dos principios ativos da Sebasitia

nia schottiana (Muell. Arg.

) Muell. Arg.
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2.3.2.1 - PURIFICAGCAO DO EXTRATO ETER DE PETROLEO-1

O extrato de éter de petrdleo-1, levado a secura
apresentou um residuo verde (40 g) gque foi dissolvido com um mi
nimo de clorofdormio e misturado a 80 g de silica-gel 60 ( 70 -
230 mesh). A mistura foi submetida a um fracionamento prelimi
nar através de uma coluna contendo 400 g de silica~gel 60 (70 -
230 mesh). A coluna com 8 cm de diametro por 15 cm de altura ,
inicialmente foi eluida com éter de petrdleo e, logo apbs com

tolueno, clorofdrmio, acetato de etila e metanol (figura 4 e 5).

As fracdes de 1500 ml de cada solvente, denomina
ram-se, éter de petroleo 1.1, tolueno 1.2, clorofdormio 1.3, ace
tato de etila 1.4 e metanol 1.5. Uma amostra de 0,050 g de cada fra
cao conentradalfoi utilizada no teste de atividade farmacologi-
ca. A fase éter de petroleo-1l.1l, foi a Unica a apresentar ativi

dade farmacologica.

2.3.2.1.1 - SEPARACAO DO CONSTITUINTE
ATIVO DA FRACAO ETER PETRO

LEO-1.1

A fragdo éter petrdleo-1.1, (20,8 g), dissolvida
em cloroformio foi acrescida de 41,6 g de silica-gel 60 ( 70 =
230 mesh) e evaporado em rota-vapor até a secura. o) extrato
mais-a silica foram cromatografados através de uma coluna de
2,5 cm de didmetro por 130 cm de altura contendo 717 g de sili
ca-gel 60 (70 - 230 mesh), usando como eluente o tolueno, com

uma vasao de 1 ml por minuto.
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Foram coletadas 300 fragoes de 30 ml e reunidas
segundo monitoramento por cromatografia em camada delgada (CCD).
Desta forma as fragdes de n® 14 - 29 mostraram ser de consis -
téncia oleosa, as fragoes de 40 - 150 apresentaram um _composto
cristalizdvel e as fragoes de 157 - 183, 185 - 235 e 240 a 300
um po branco amorfo. Essas frag6es foram reunidas e concentra
das sob ventilacao de ar gquente e purificadas segundo metodolo-

gia descrita no item 2.4.3.

As frag6es 14 - 29 (1,5 ml) sao constituidas por
uma mistura de substancias oleosas que nao apresentaram ativida

des farmacoldgicas e nao foram estudadas.

As fracoes 40 - 150 (11,8 g) sao constituidas de
cristais incolores e tragos de substancias oleosas. Estes cris
tais foram purificados através de recristalizacOes em &ter de
petrdleo. Esta fracao apresentou atividade farmacoldgica e foi

estudada com maior detalhe.

Nas fragoes de 157 a 183 foi verificada a presen
ca de um sdlido branco com tragos de substancias oleosas. Esta
fracao foi dissolvida em éter de petrdleo e precipitada a frio
e o precipitado separado por filtracao a frio. Apds lavagem com

éter de petrdleo, obteve-se cerca de 2,4 g.

Nas fracoes 185 - 235 obteve-se um sdlido branco
com tracos de substancias oleosas, essas fragoes foram dissolvi
das em éter de petroleo, precipitado a frio e o precipitado se

parado por filtracao a frio. Obtendo-se cerca de 1,5 g.

Nas fragoes 240 - 300 foi verificada também a pre
senca de um sdlido branco gque & precipitado com éter de petrd

leo em camara fria por duas horas. ApOs foi separado por filtra
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cao a frio. Obteve-se cerca de 0,9 g da substancia.

As trés ultimas fragoes semi purificadas nao apre

sentaram atividade farmacoldgica .

2.3.2.2 - PURIFICAGCAO DO EXTRATO CLOROFORMIO-2,

A fracao clorofdrmio-2 constituida de 4,3 g foi

adicionada de 9 g de silica-gel 60 (70 - 230 mesh). O extrato

mais a silica foram submetidos a um fracionamento preliminar
através de uma coluna contendo 90 g de silica-gel 60 (70 - 230
mesh) .

A coluna de 8 cm de diametro por 15 cm de altura,
foi inicialmente eluida com éter de petroleo e logo apds com to
lueno, clorofdrmio, acetato de etila e metanbl. Foram coletadas
fragées de 500 ml de cada solvente, assim denominadas éter de
petrdleo-2.1, tolueno-2.2, cloroformio-2.3, acetato de etila-2.4

e metanol-2.5.

Amostras de 0,050 g de cada fragao, apds a comple
ta evaporacao do solvente foram utilizadas no teste de ativida
de farmacoldgica. A fracao denominada cloroféfmio-2.3, apresen
tou atividade farmacologica mas devido a pequena quantidade e
complexidade da mistura de seus compostos inviabilizou a separa
cdo e elucidagao dos compostos ativos pelos métodos convencio

nais disponiveis.

2.4 - IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS SEPARADOS E SINTETIZADOS
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2.4.1 - ENSAIOS CROMATOGRAFICOS

ApbOs testes com as fases moOveis (tabela 4) optou-
se pela gque melhor resultado apresentou dentro das condigoes la
boratoriais disponiveis, sendo a seguinte: diclorometano-metanol

benzeno (10:05:70 v/v), figura 4 e 5.

Procedeu-se entao, a cromatografia ascendente no
sistema de solvente indicado. Apds o0 solvente percorrer 15 cm
além do local de deposigao das amostras dos extratos, interrom-
peu-se o desenvolvimento e os cromatogramas foram secos. A seguir
foram examinados sob a luz ultra-violeta e revelado com vanilina

sulfﬁricalS, conforme metodologia descrita 2.4.6.

2.4.2 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Empregou~se placas de vidro de 5 x 20 e 20x 20 am
resvestida com silica-gel GF 60 com 300 u de espessura. Os com
postos semipurificados foram depositados em pontos equidistantes
de 1,5 cm e a 1,5 cm da extremidade inferior e lateral da placa

cromatografica.

2.4.3 - CROMATOGRAFIA PREPARATIVA

Foram empregadas placas de vidro de 20 x 20 cm ,
revestidas com silica-gel PF254 - 366 artigo 7748 merck com 1,5
mm de espessura. Os extratos foram aplicados sobre uma linha a

2,0 cm da extremidade inferior da placa. As placas foram desen



33

volvidas pelo método ascendente no sistema descrito no item 2.4.
1. Apds o solvente percorrer 15 cm, além da linha de aplicagéo
das amostras dos extratos, os cromatogramas foram secos, logo a
seguir examinados sob a luz UV., ou visualizadas com vanilina

sulfﬁrica15 conforme metodologia 2.4.6.

As regices correspondentes as manchas mais repre
sentativas, foram raspadas da placa e as substancias recuperadas
da silica com clorofdérmio e filtrado em funil com porcelana sin
terisada. As solugoOes clorofdrmicas foram levadas & secura em
rota-vapor a 40°c , e cristalizadas com éter de petrOleo. ~Essas
substancias purificadas foram submetidas aos testes Fisicos - Qui

micos e Farmacoldgicos.

2.4.4 - ELUIGCAO DOS CROMATOGRAMAS

Nos ensaios analiticos, foram aplicados 5 ul dos
extratos em forma de pontos, e nas preparativas foram aplicadas
100 a 200 mg das substancias em forma de linha. O solvente foi
evaporado completamente e a placa desenvolvida, em camara satura

da com a fase movel.
2.4.5 - VISUALIZACAO DOS CROMATOGRAMAS
A localizagao das substancias separadas no croma

tograma foi realizada com o uso de métodos Fisicos e Quimicas

{tabela 5).



34

A - METODO FISICO

Um dos métodos mais usados para visualizacao de
substancias separadas por cromatografia em camada delgada & a
luz Ultra-violeta. Neste processo utilizamos placas com indicado
res fluorescentes a um determinado comprimento de onda. Os mais

comuns sao: a 250 e 366 nm ou a combinagao dos dois comprimentos

de onda.

B - METODO QUIMICO

Nesta técnica, utilizamos os reagentes, usados pa
ra visualizagéo, com o auxilio de um pulverizador manual ou es
pray com ar comprimido. As placas foram pulverizadas com reagen

te vanilina sulfﬁrica15 a uma distancia de 15 a 20 cm e logo

. o} o ~
agquecidas a 120°C, para permitir gue a reagao ocorra.

2.5 - PONTO DE FUSAO

As determinacoes dos pontos de fusao das substan
cias obtidas por cromatografia preparativa foram realizadas com

equipamento da marca Leitzwtz Lar (Orttholuz germani 769403).

Na tabela 10 estao relacionados os pontos de fu

sao das substancias separadas e sintetizadas.
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FIGURA 6 - Cromatografia em camada delgada dos compostos separa-
dos de Sebastiandia schoiftfiana Muell. Arg.
1. Fragao 40 - 150, 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona
2. Fracgao 157 - 183, Glutinol
3. Fracdo 185 - 235, Composto 3
4. Fracao 240 - 300, Composto 4
Fase estacionaria: Silica-gel GF Merck
Ativada a 110°C.
Fase mdvel: Diclorometano-metanol-benzeno (10:05:70)
Visualizador: Vanilina sulflrica |

Ultra-violeta ondas curtas (UV)
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FIGURA 7 - Cromatografia em camada delgada dos compostos sinteti

zados a partir da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona.

1. Acetilacgao
2. Metilacao
3. Oxima

4, 2,4-dinitrofenilhidrazoéna

Fase estacionaria: Silica-gel GF Merck

Ativada a 110°c.

Fase mbvel: Diclorometano-metanol-benzeno (10:05:70)

Visualizador: Vanilina sulfarica

Ultra-violeta ondas curtas (UV)
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2.6 - QUANTIFICACAO DA 2-HIDROXI-4,6-DIMETOXI-ACETOFENONA
2.6.1 - METODO

O método proposto, adapta-se ao sistema cromato
grafico (cromatografia em camada delgada preparativa usando sili

ca-gel 254 + 366 artigo 7748 merck).

REATIVOS E. APARELHO:

A - Metanol p.a.

B - Solugao padrao recentemente preparada
Solucao metandlica de 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-aceto-
fenona (0,0009 g em 50 ml).

C - EspectrofotdOmetro Shimadzu modelo UV - 190. Compri

mento de onda 286 nm.

CURVA PADRAO:

Transferiu-se aliquotas crescentes da solugao pa
drao para baloes volumétricos de 10 ml, completando o seu volume
com metanol. As absorbadncias foram medidas em espectrofotoOmetro
a 286 nm, contra um branc6 de metanol. Os dados obtidos foram
plotados contra as respectivas concentracoes para dar uma linha

reta como indicado na figura 25.

2.6.2 - TECNICA

Pesou-se 10 g das partes aéreas da Sebasiiandia
schottiana (Muell. Arg.) Muell. Arg., reduzidas a po (tamis ne

10 Farm. Bras. II), refluxadas com 100 ml de metanol 925% durante
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60 minutos. O extrato obtido foi filtrado em papel de filtro de
7 cm de diametro. Repetiu-se o processo por mais trés vezes. Os
filtrados foram reunidos e o volume reduzido & metade, por desti
lagao a vacuo a 40°C. 0 extrato metandlico foi guantitativamente
transferido para um funil de separagao e, extraido com 4 porgdes

de 50 ml de éter de petrdleo 40 - 60°cC.

O extrato éter de petrdleo foi submetido a croma
tografia em coluna de silica-gel 60 (70 - 230 mesh) numa relacao
de uma parte de extrato para dez partes de adsorvente, eluida
com éter de petféleo e tolueno, foram coletadas fracoes de 100

ml de cada solvente.

Na fracao de éter de petrdleo nao foi detectada a
presenca da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona. A fragao tolueni
ca foi concentrada e aplicada em placa de cromatografia prepara
tiva de silica-gel G PF 254 + 366 artigo 7748 merck, sendo desen

volvida com diclorometano-metanol-benzeno (10:05:70 v/v).

Os padroes das laterais da placa , cromatografica
foram visualizados pela reacao com vanilina sulfﬁricals. A regi
ao correspondente ao padrao da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofeno-
na foi raspada da placa e recuperada com cloroformio e em segui
da filtrado em funil de porcelana sinterizada. A solugao cloro
formica foi levada a secura e o material solubilisado com meta
‘nol p.a. e o seu volume completado a 100 ml em balao volumétrico.
Trés ml desta solugao sao transferidos para uma célula de quartzo
de 10 mm de caminho 6ticp e levados ao espectrofotdometro para a

leitura da absorbancia a 286 nm.
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CAPITULO III
" ITII - RESULTADOS E DISCUSSAO‘
3.i - ENSAIOS PRELIMINARES E PESQUISA DE PRINCIPIOS ATIVOS

Os resultados obtidos nos ensaios preliminares es
tao na tabela 8. Na tabela 9, estao resultados obtidos na. inves
tigacao quimica preliminar e na tabela 10 estao os resultados ob
tidos dos pontos de fusao, das substdncias separadas e sintetiza

das.

3.2 - DETERMINACAO DOS COMPOSTOS SEPARADOS POR MEIO DE ME

l4, v, UV E MASSA)

TODOS ESPECTROMETRICOS (RMN

Os espectros de absorgao na regiao do infra-verme

lho foram obtidos em espectrofotdmetro Perkin-Elmer, modelo 787,
com as substancias incorporadas em pastilhas comprimidas de bro
meto de potdssio anidro. As absorgoes foram registradas em esca
la de centimetros reciprocos (cm—l), sendo os espectros calibrg

dos com filme de poliestireno de 0,5 mm de espessura.

Os espectros de absorgao na regiao do ultra-viole
ta, foram obtidos em espectrofotOmetro Shimadzu modelo UV - 190,
equipado com registrador R. B. 101 do E.C.B. (Equipamento Cienti

fico do Brasil), utilizando-se metanol como solvente.

Os espectros de ressonancia nuclear magnética de

hidrogénio foram obtidos em aparelho Variam XL - 100 de 100 MHz
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Tabela 8 - Ensaios preliminares realizados em partes aéreas de

Sebastiania schotftfiana Muell. Arg.

Pesquisa realizada Resultados

Olfativa inodoro

Extrato aquoso

cor verde-amarelado
sabor adstringente
odor _ cha

pH + 5

Extrato alcodlico

cor verde
sabor adstringente
odor mascarado pelo alcool

PH + 5




Tabela 9 - Investigacgao quimica preliminar das partes aéreas da
Sebastiania schottiana, Muell. Ar.

Composto quimico pesguisado Resultados
Acidos fixos +
Acidos organicos em geral +
Acidos volateis -
Alcaldides -
Amino-grupos

Extrato aquoso +

Extrato alcodlico +
Esterdides e/ou triterpenos +
FenOis e pos. P livre -
Fendis em pos. O e M livre -
Fendis em geral -
Heterosideos antocidnicos +
Heterosideos antraquindnicos +
Heterosideos cianogéneéticos -
Heterosideos flav6hicos ++
Heterosideos saponinicos. -
Heterosideos cumarinicos -
Taninos condensados +
Taninos hidrolisaveis ++

Oleo essencial

- = resultados negativos
+ = tragos

++ resultados positivos
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Tabela 10 - Relagao dos pontos de fusao das substdncias separa -

das e sintetizadas da Sebastiania schottiana Muell

Arg.

Substancia

Ponto de Fusao

Referéncia

Fracao 40 - 150, 2-hidroxi-
4,6-dimetoxi-acetofenona
Fragao 157 - 183, Glutinol
Fracao 185 - 235, Composto 3
Fracao 240 - 300, Composto 4
Acetilagao

Metilacgao

Oxima

2,4-dinitrofenilhidrazona

80,5 - 81,0

209,0
- 170,5
136,1
106 - 107
102,5
106 - 107

74 - 76

60,40,41,53
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em cloroformio deuterado contendo tetrametilsilano (TMS-o) como
padrao interno, sendo os deslocamentos quimicos espressos em va
lores de (ppm) e as constantes de acoplamento (j) em Hertz (Hz).
As éreasnrelativas dos sinais foram obtidas por integragao ele

tronica e suas multiplicidades indicadas como: s (sinal simples),

d (sinal duplo), t (sinal triplo).

Os espectros de massa foram obtidos no espectrdme

metro Micro Mass 12, existente no NPPN, U.F.R.J.

3.2.1 ~ ESPECTRO DE ABSORCAO ULTRA-VIOLETA DA FRAGAQO

40 - 150 COMPOSTO 1

A fragao mostra uma absorcao maxima em 286 nm Fi

fura 8, tipico de grupo carbonilico conjugado.

Uma absorc¢ao maxima em 285 nm pode ser calculada

a partir da absorcao do fragmento carbonila do composto (CGHS

CO.CH3) em 246 nm adicionado do deslocamento do Xmax proporciona
do pelos grupos ~OH em posigcao orto (+7 nm), o—OCH3(+7 nm) e
p~OCH, (+25~nm)52.

3.2.2 - ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRA-VERMELHO DA FRA

CAO 40 - 150 COMPOSTO 1

O espectro da figura 9 evidencia a presenca de um
anel aromatico substituido, um grupo carbonila (C=0) e grupos
metoxila (O-CH;), mas nenhuma absorgao foi detectada para o gru

po hidroxila (OH).
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O espectro apresenta:

a - Estiramento de ligacao de C-H a 3100 - 3080 em L.
b - Estiramento de C=0 a 1615 cm-l.
c - Bandas de anel aromatico 1400 - 1600 cm *.

3.2.3 - ESPECTRO DE RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA DA

FRACAO 40 - 150 COMPOSTO 1

Os sinais (figura 10) do espectro estao caracteri
zados pela presencga de um singlete em 14,80 ppm, atribuido a uma
hidroxila aromatica com forte ponte de hidrogénio, dois sinais
em 5,91 e 6,05 ppm correspondendo a prdtons aromaticos em posi

cao meta.

As outras caracteristicas do espectro, sao dois
singletes 3,85 e 3,86 ppm atribuidos a dois grupos metoxi aroma

ticos e um singlete em 2,60 ppm atribuido ao grupo metila de ace

tila37.
3.2.4 - ESPECTRO DE MASSA DA FRAQKO 40 - 150 COMPCSTO 1
O espectro de massa (figura 11) apresenta o ion
molecular ( M+ ) a m/z 196 (29,6 %) e os seguintes fragmentos

principais: a m/z 181; 166; 151; 138; 123 e 95 tipos observados
em compostos aromadticos carbonilicos. Identificagcao do composto:
o0 peso molecular, ponto de fuééo,juntamente com as evidéncias mos
tradas pela fragmentagao dada pelo espectro de massa, e pelos da
dos de UV, IV e RNM permitem identificar o composto como sendo

2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona.
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CH, |
4 C=d 196
H3C-0©0H
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FIGURA 12 - Fragmentagao de alguns ions principais.
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3.2.5 - ESPECTRO DE ABSORGCAO NO INFRA-VERMELHO DA FRA

CAO 157 - 183 COMPOSTO 2

O espectro (figura 13) evidéncia a presencga:
a - De uma absorgao larga e intensa correspondente a um estira

mento de ligagao OH em 3460 em L.

b ~ Estiramento de ligacao de C-H de metila em 2925, 2865 em™L.

c - Deformacdao angular simétrica de CH, em 1458 cm t.

3.2.6 - ESPECTRO DE RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA DA

FRACAO 157 - 183 COMPOSTO 2

Os sinais (figura 14) do espectro estao caracteri
zadas pela presenca ég, ppm: 0,80 (s, 3H, CH3), 0,87 (s, 3H,CH§,
0,95 (s, 3H, CH3), 1,0 (s, 3H, CH3), 1,05 (s, 3H, CH;), 1,09 (s,
3H, CH3), 1,11 (s, 3H, CH3), 1,14 (s,3H, CH3), 3,45 (4, 1H, OH) ,

5,65 (t, 1H, R1R2C=CRH).

3.2.7 - ESPECTRO DE MASSA DA FRACAO 157 - 183 CQMPOSTO 2

O espectro de massa apresenta o ion molecular(M+)

am/z 426.
Os picos m/e 462, 411, 308, 274, 259, 218, 205, e

193 observados no espectro de massas (figura 15) retrata cami

nhos de fragmentacgao compativeis com.o esqueleto de:triperpeno.

Identificagcao do composto: O peso molecular e os espectros I.V.

RNM e de massas indicam a presenca de um triterpeno apresentando
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FIGURA 14 - Espectro de ressonancia nuclear magnética do Glutinol
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um grupo hidroxila e uma dupla ligacgao.

Desta forma comparando o I.V. com espectro de um
padrao (enviado pelo Prof. Franco Della Monache CNR Italia) de
glutindl e realizadas as medidas de ponto de fuséo'(209oc) e de
RF de cromatografia em camada delgada em dois sistemas de solven

te foi demonstrada gue era o mesmo composto.

3.2.8 - ESPECTRO DE ABSORGCAO INFRA-VERMELHO DA FRACAO

185 - 235 COMPOSTO 3

O espectro (figura 16) evidéncia a presenca:
a - De uma absorcao larga e intensa correspondente a um estira

mento de ligagao OH em 3400 cm_l.

b - Estiramento de ligagao C~H de metila em 2900, 2840 cm_l.

c - Deformacdo angular simétrica de CH, em 1458 en” L.

3.2.9 - ESPECTRO DE RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA DA

FRACAO 185 - 235 COMPOSTO 3

Os sinais na figura 17 do espectro estao caracte-
rizados pela presenca de sinais em ppm: 0,75 (s, 3H, CH3), 0,80
(s, 3H, CH3), 0,88 (s, 3H, CH;), 0,96 (s, 3H, CH3), 0,98 (s, 3H,
CH3), 1,0 (s, 3H, CHj3), 1,02 (s, 3H, CH3), 3,2 (d, 1H, OH) e um

sinal 4,6 ppmn.

Obs.: Por falta de dados nao foi possivel identi-
ficar este composto. No entanto os espectros I.V., e RNM indicam

gue seria um triterpeno, semelhante ao glutinol.
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FIGURA 17 - Espectro de ressonancia nuclear magnética do compos

to ‘3. :
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3.2.10 - ESPECTRO DE ABSORCAO NO INFRA-VERMELHO DA FRA

CAO 240 - 300 COMPOSTO 4

O espectro (figura 18) evidéncia a presenca:

a - De uma absorcao larga e intensa correspondente a um estira

mento de ligagao OH em 3400 em L.

b - Estiramento de ligacao de C-H de metila em 2900, 2840 cm—l.

Obs.: Este composto nao pode ser identificado por

falta de dados.

A semelhanca do espectro I.V. deste composto com
o correspondente ao composto 2 e 3 induzem a pensar gue O COmMpoOs

to 4 seria também um triterpeno.
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¢
3.3 - MODIFICAGAO DA ESTRUTURA PARA TESTE DO GRUPO MOLECULAR

ATIVO

3.3.1 - ACETILAGAO DA 2-HIDROXI-4,6-DIMETOXI-ACETOFENO

NA

A 100 mg da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona fo
ram adicionados a 0,5 ml de piridina e 0,5 ml anidrido acético e
deixados a temperatura ambiénte por 24 horas. Ao adicionar agua
destilada gelada a mistura, ocorre rapidamente a formacao de um

precipitado que foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada.

ApOs recristalizacao em metanol, obteve-se 80 mg
de um composto solido de coloragéo branca, com ponto  de fusao
106 - 107°C , (referéncia 106° - 108°c ,41’52. O espectro infra-
vermelho deste produto (figura 20) mostra cléramente a duplica

cdao da absorcao que corresponde a carbonila devido a introdugao

de um segundo grupo.

3.3.2 - METILAGCAO DA 2-HIDROXI-4,6-DIMETOXI-ACETOFENONA

METODO 1:

200 mg da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona e
42,8 mg de hidroxido de sd6dio foram mantidos sob refluxo em 0,5
ml de agua. Posteriormente 0,2 ml de sulfato de metila foram adi
cionados num periodo de 2 horas. Logo apods, foi esfriado, adicio
nado agua destilada e transferido para um funil de separagao. Re

moveu-se a camada inferior e se levou a secura, sendo extraida

com éter de petrdleo.
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Obs.: Obteve.se uma mistura complexa, com um ren

dimento muito baixo do metilado.

METODO 2:

420 mg da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona, 420
mg de carbonato de potassio e 230 mg de sulfato de dimetila, fo
ram refluxados em acétona, sob agitacao, por um periodo de 5 ho
ras. A mistura foi filtrada e depois levada a secura, sendo ex

traida com éter de petrdleo.

ApOs a analise do espectro de IV, P.F e RF da CCD
verificou-se que a 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona nao reagiu

nestas condigoes.

METODO 3:

140 mg de 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona, 106
mg de sulfato de dimetila e 0,1 ml de hidroxido de sodio a 10 %,
foram deixados em repouso durante 24 horas em acetona. A mistura

foi levada a secura e extralida com é&ter de petroleo.

Obteve-se 82,16 mg, de um composto solido com pon

40). A figura

to de fusdo 102,5°C, (bibliografia 102,4 - 104°C
21 apresenta o espectro de infra-vermelho do ponto obtido desta
sintese que & igual ao espectro de IV da 2,4,6 dimetoxi-acetofe-

nona (figura 22) do catalogo da Aldrich40.

3.3.3 - SINTESE DA OXIMA DA 2-HIDROXI-4,6~-DIMETOXI-ACE

TOFENONA

METODO l:31

1l g da 2-hidroxi-4,6~dimetoxi-acetofenona 1 g de
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cloridrato de hidroxilamina e 1 ml de piridina foram refluxados
com 10 ml de alcool etilico por um periodo de 2 horas. O volume
foi concentrado a 5 ml e acrescido de 10 ml de agua destilada ge

lada. Foi filtrado e o residuo lavado com agua destilada gelada.

Obs.: obteve-se um rendimento muito baixo.

METODO 2:23

A uma solugao de 200 mg de 2-hidroxi-4,6~dimetoxi
acetofenona em 10,2 ml de etanol e agua (v/v) foram adicionados
200 mg de cloridrato de hidroxilamina e 400 mg de acetato de so
dio cristalino. Solubilizada a mistura, foi deixada em repouso

durante 24 horas.

A analise do espectro de IV, PF e RF do CCD mos

tra que nestas condigOes a reagao nao ocorre.

METODO 3:

500 mg de cloridrato de hidroxilamina em 2 ml de
agua, foram adicionados a 200 mg de 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-aceto
fenona em 2 ml de hidroxido de sodio a 10 % e alcool etilico su
ficiente para gue a mistura fosse transformada em uma -solucgao
limpida. Esta, logo apds, foi refluxada por 30 minutos e em se

guida o alcool foi destilado e a mistura acrescida de 3 ml de

agua destilada gelada, formando um precipitado.

Obs.: Obteve-se uma mistura complexa com um rendi

mento muito baixo.

METODO 4:
500 mg de cloridrato de hidroxilamina em 2 ml de
dgua, misturou-se com 2 ml de solugao de hidrdoxido de sddio a

10 $ e 200 mg de 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona. Acrescen
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tou-se o metanol em suficiente guantidade para gue a mistura fos
se transformada numa solucgao limpida. A mistura refluxada duran
te 3 horas, logo a seguir:' foi adicionado agua destilada gelada

para a purificacdo do produto que é entao filtrado.

Obteve-se 149 mg, uma substancia sdlida de colora
cao branca com ponto de fusao 106 - 107°C , (na bibliografia 107

41). Considerando o valor do ponto de fusao e o .espectro

110°C ,
de IV da figura 23 fica demonstrado que foi obtido o produto

procurado na sintese.

3.3.4 - SINTESE DA 2,4-DINITROFENILHIDRAZONA DA 2-HI

DROXI-4,6-DIMETOXI-ACETOFENONA

Numa suspenséo de 0,25 g de 2,4-dinitrofenilhidra
zina em 5 ml de metanol foi diluida cuidadosamente com acido sul
farico 2 N, a solucao aguecida é adicionada de uma solugao de
0,100 g de 2-hidroxi-4,6-dimetOxi—-acetofenona em metanol, ocor
rendo assim a formacao de precipitados. A solugao foi filtrada

e o precipitado lavado com um minimo de metanol.

Obs.: Obteve-se 60 mg da substdncia so6lida com

ponto de fusao 74 - 769C.
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FIGURA 19 - Esquema da sintese de derivados de 2-hidroxi-4,6-di

metoxi-acetofenona.
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3.4 - DETERMINACAO QUANTITATIVA DA 2-HIDROXI-4,6-DIMETOXI ACE

TOFENONA

3.4.1 - CURVA DE CALIBRACAO PARA A DETERMINAGCAO QUANTI

TATIVA DE 2-HIDROXI-4,6-DIMETOXI-ACETOFENONA

No quadro 1, estao relacionados os valores das
absorbancias médias obtidas no tracado da curva de calibracao da

2-hidroxi-acetofenona.

QUADRO 1: Dados de absorbancia em fungao da concentracao de 2-hi
droxi-4,6-dimetoxi-acetofenona em metanol, caminho ét;

co 10 mm obtidos a 286 nm.

2-hidroxi-4,6~-dimetoxi- Absorbancias Absorbancias
acetofenona em g/ml médias corrigidas
1.80 107° | 1.522 1.531
1.44 107° 1.198 1.224
1.10A10'5 0.940 0.945
0.72 107° 0.621 0.612
0.36 107> 0.310 0.306

* Absorbancia corrigida & obtida pelo método dos quadrados

minimos passando pela origem.
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Um plote de absorbancias de concentracao deu uma reta passando
pela origem com um coeficiente angular (B) de 85057,73 como mos

tra a figura 24.

ex

y = A + B Xx

Onde: A = 0 (zero)
€ (x.y) = Somatoria dos produtos dos valores de x e
y (0,000061)

e x° = Somatdorio dos valores de x2 (7,1716 10lO

)

A percentagem da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofeno

na & obtida aplicando a equagao:

g2 de 2-hidroxi-4,6- oy . 100

dimetoxi-acetofenona

Onde: y = Absorbancia

B = Coeficiente angular

o
i

Fator de diluicao da amostra

M = Peso inicial da amostra
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FIGURA 24 - Curva de calibracao da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-aceto-

fenona

o0 - pontos experimentais

*

ponto calculado pelo método dos guadros minimos
A - Absorbancia

X - g de acetofenona / ml



3.5 - ANALISE FARMACOLOGICA DO EXTRATO BRUTO E DOS COMPOSTOS
PURIFICADOS DA SEBASTIANIA SCHOTTIANA MUELL. ARG., . S0

BRE A MUSCULATURA LISA E CARDIACA

No Brasil, o cha ou a infusao de varias plantas
conhecidas popularmente como "quebra-pedra" tém sido amplamente

utilizado pela populacgao no tratamento renal.

Recentemente Calixto et al8 demonstraram que o
PhyLlanthus sellfowianus Muell. Arg., apresenta dois alcaldides
com fortes propriedades anti-espasmOodicas, sobre a musculatura
lisa vascular e nao vascular, comparaveis a papaverina. Foi en
tao sugerido que esses alcaldides poderiam facilitar a elimina

géo do calculo renal atraves de um relaxamento da musculatura do

trato urinario.

A Sebastiania schotfiana Muell. Arg. pelo menos
no Estado de Santa Catarina, vem sendo usada pela populagaoc com
o mesmo objetivo terapéutico que o Phyllanthus sellowianus Muell.
Arg., talvez devido.a sua semelhanca morfoldgica e distribuicgao
geografica. O extrato bruto da Sebastiandia schottiana Muell. Arg.,
(0,5 - 1,0 mg/ml) determinou o relaxamento na concentracao depen
dente sobre o Gtero isolado de rata, contraido pela Acetilcolina
(concentragéo inibitoria de 50 %, CI 50 de 1.6 mg/ml). Resulta
dos semelhantes foram também observados para a Ocitocina neste

tecido.

A poténcia anti-espasmodica do extrato éter de pe
trdleo 1., no utero de rata, foi cerca de 55 vezes maior que o
éxtrato bruto (CI 50, 39,5 ug/ml), enquanto o extrato clorof6£
mio 2., produziu apenas 30 % de inibicdo da resposta contratil a

Acetilcolina.
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No ileo de cobaia estimulado eletricamente, o ex

-t

trato éter de petrdleo, foi mais eficaz em relaxar essa prepara
cao (CI 50, 2,8 ug/ml), enquanto que a fracao clorofdrmio 2. ,
foi cerca de 17 vezes menos potente que o extrato éter de petrd
leo (CI 50, 48,8 ug/ml). Nos dois tecidos, os efeitos anti-espas
modicos dos extratos da Sebasiiandia schofttiana Muell. Arg., fo

ram completamente reversiveis apOs a lavagem das preparacoes.

A analise quimica . do extrato éter de petrdleo,
revelou a existéncia de trés triterpenos sem atividade= anti - es
pasmddicas, além da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona que €& ati
va. Procedimentos metodoldgicos empregados na caracterizacao dos
efeitos farmacoldgicos, mostraram a atividade relaxante sobre ai

versos musculos liso isolados, tabela 6.

Quando incubado sobre o ileo isolado de cobaia,
contraido pelo estimulo elétrico ou pela Acetilcolina e Histami
na figura 25 e 26 a 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona (1 - 1000
uM), produziu inibicao dose dependente com CI 50 de 113, 78 e 47

uM, respectivamente, ver tabela 7.

Na musculatura uterina de rata contraida pela Ace
tilcolina e Ocitocina a 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona, pro

duziu um relaxamento em CI 50 de 190 e 100 uM.

Na bexiga isolada de cobaia estimulada eletrica
mente, figura 27 e 28 a 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona produ
ziu um efeito bifésico: inibigao em concentracoes menores, segui
da de potenciacao das respostas (CI 50, 140 uM), engquanto que no
ureter isoiado de cao, figura 29 e 30 a 2-hidroxi-4,6-acetofeno-
na produziu inibigaes tanto das contragoes espontdneas, como da

guelas induzida pelo estimulo elétrico (CI 50, 40 e 36 uM) res
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pectivamente).

Quando analisado, sobre a musculatura cardiaca no
atrio esquerdo de rato estimulado eletricamente, figura 31, a
2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona também produziu . a inibicgao

concentracao dependente (CI 50, 51 uM). Todas as atividades da
2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona, nos tecidos analisados, fo
ram totalmente revertidas apds a lavagem das preparacoes cOm SO

lucao nutriente.

As modificacgOes de estrutura para testes de gru
pos moleculares ativos da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona, de
monstraram gue a metilacao, torna esse produto cerca de duas ve
zes mais ativo como anti-espasmodico, a acetilagao nao modificou
a poténcia da 2-hidroxi-4,6~dimetoxi-acetofenona, a oxima dimi-
nuiu sua poténcia e a fenilhidrazona apresentou uma atividade mui

to mais prolongada em relacao aos outros derivados.

Estes estudos serao continuados apds a apresenta

¢do desta dissertagao.

3.5.1 - ANALISE DO EFEITO-ESPASMODICO DA 2-HIDROXI-4,6-

DIMETOXI-ACETOFENONA EM RELAGCAO A PAPAVERINA

A papaverina constitui um exemplo classico de um
relaxante inespecifico da musculatura lisa (anti-espasmodica).
Sendo utilizada como um padr3o de referéncia no relato de ativi
déde anti-espasmodica. A papaverina pode relaxar muitas estrutu

ras de misculo liso in vitro, independente da contracao a que .esta
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submetido o0 tecido. A papaverina apresenta entre outros efeitos
uma inibigéo sobre a enzima fosforodiesterase, fesponsével pela
inativagao do AMPc (Adenosina 3,5 monofosfato ciclico) encontra
da em muitos tecidos, podendo assim aumentar a concentragao de
AMPcC. Deéde gue a AMPC parece estar relacionada com o efeito re
laxante dos agentes beta adrenérgicos no musculo liso, a partici

pagao do AMPc no mecanismo de acao relaxante da papaverina pare

ce plausivel.

Analisando a estrutura da papaverina (1) em rela
géo aos compostos aqui estudados (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7). Obser

va-se uma semelhanca referente ao possivel centro comum de ativi

dade.
i v
CHQ 0CHz . C=N=-N NO2 &0
CHZ0_~X o
0 | =
c
Hs ” OCHs 5 . 6
CH
CHy X CHs
cC=0 +C= NOH C=0 0
CHzQ OH. CH,0 OH CH3z0 0-C-CH
0 0
35 OCH, .

CHs ' | CH3
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A relagao entre o grupo metoxi na posigao 6 do
anel isoquinolinico e a dupla ligagao entre C, e o nitrogénio a
presenta uma estrutura CH3—O—C=C—C=C—C=N semelhante a estrutura
entre 4- metoxi e a carbonila da acetofenona CH3=O—C=C—C=C*C=O ’
o qual seria o centro ativo da molécula. Esta hipOtese & apoiada

pela auséncia de atividade da acetofenona (6).

0 fato de gue a 2,4,6-trimetoxi-acetofenona ( 2 )
apresenta cerca de duas vezes mais atividade que a 4,6-dimetoxi-
2-acetoxiacetofenona (3), sugere a importancia da presenga do
grupo carbonila livre, sem a ponte de hidrogénio que liga a hi
droxila na posigéo 2, nesta atividade relaxante. Por outro lado,
indica também que a presenca dos grupos metoxi em posicao 4 e 6

aumenta a atividade anti-espasmodica do composto.

Além disso, a importdncia do grupo carbonila fica
claro ao demonstrar gue a oxima (4) derivada da 2-hidroxi-4,6-di
metoxi-acetofenona & menos ativa que o composto de origem. Apa
rentemente o grupo dimetoxifenil ligado ao anel isoquinolinico é
importante na papaverina. Tal agao & interessante, se considera-
mos que o efeito da 2,4-dinitrofenilhidrazona (5) derivada da
2-hidroxi-4,6-dimetoxi*acetofenona apresenta uma atividade muito
mais prolongada que os outros derivados, ou seja, a incorporacao
de outro éhel aromatico na molécula aumenta a duragao da ativida

de o gual & do maior interesse farmacologico.
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o Bexiga de cobaialze.)

100 ~ e ILeo de cobaia(e..)
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FIGURA 28 - Efeito inibitdrio da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofe-
nona sobre as contracgoes induzidas por estimulagao
elétrica de tiras de bexiga ou de misculo longitudi-
nal do ileo isolado de cobaia, cada ponto representa
a média de 5 a 9 observagoes e as barras  verticais

os erros padroes das médias.
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FIGURA

30 -

URETER DE CAO

1901, Contracas espontanea

sl ® Estimulacao eletrica
O
< o
oo
< 40-
LL
o
a® 904

o { ] T T L

01 1 10 100 1000

ACETOFENONA (uMm)

Efeito da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona sobre
as contracoes espontaneas da musculatura circular
e das contracgoes induzidas por estimulacao elétrica
da musculatura longitudinal da ureter de cao. Cada
ponto representa a média de 4 a 7 observagoes e as

barras verticais os erros padroes das médias.
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ATRIO ESQUEDO DE RATO (EE)
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FIGURA 31 - Efeito inibitdorio da 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofeno
na sobre o isotropismo do dtrio esqguerdo de rato esti
mulado eletricamente,'cada ponto representa a média
de 5 observacgoes e as barras verticais os erros pa

droes das médias.
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carPITULO IV
IV - CONCLUSOES

Considerando os resultados experimentais do presen

te tabalho, podemos concluir:

1. As partes "aéreas" da Sebastiania schotitiana ,
Muell. Arg., apresentam 4 compostos gue foram isolados e purifi
cados por cromatografia em coluna e em camada delgada. O composto 1
apresenta cristais incolores, pf 810C, identificado como 2-hidro

xi,4,6-dimetoxi-acetofenona, conhecido também como Xantoxilina.

A identificagao baseou-se numa completa . analise
espectral (UV. 1V, RMNlH e MS). O UV mostrou um maximo em 286 nm
tipico de uma acetofenona substituida, nm: 246 (C6H5.CO.CH3), 7
(-OH), 7 (o—OCH3) e 25 (p—OCH3). O IV confirmou a presencga de um

anel aromatico substituido, grupo carbonila e grupos metoxila ,

mas nenhuma absorcao foi detectada para o grupo hidroxila.

A caracterizagao principal do espectro RMNTH foi

um singlete em 14,03 ppm atribuido a um grupo hidroxila aromati
co quelado, dois singletes centrados em 5,91 e 6,05 ppm, atribui
dos a prOotons aromaticos meta. As outras caracteristicas do es
pectro, foram dois singletes em 3,85 e 3,86 ppm atribuidos a dois

grupos metoxila e um singlete em 2,60 ppm atribuido para o grupo

metila do acetil.

Estas preposicOes recebem suporte de fragmentagao

de massa que mostrou um padrao dominante para os principais ions
+ .

em, m/z 196 (C10H1204) (M), 181 (M—CH3), 166, 151, 138, 123 e

95 tipico ao observado em cetonas aromaticas.

hott
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O composto 2 apresentou pf 209, PM 426, o espec
tro de Massa que apresentou também como principais ions m/z 426
(C30H500) (M+), 411 (M—CHB), 308, 274, 259, 245, 218, 205 e 193.
O espectro de kﬁNlH (CDC1l,) apresentou ppm: 0,80 (s, 3H, CHy)
0,87 (s, 3H, CHy), 0,95 (s, 3H, CHy), 1,0 (s, 3H, CHy), 1,05 (s,
3H, CH3), 1,09 (s, 3H, CH3), 1,11 (s, 34, CH3), 1,14 (S,BH,CE3),
3,45 (4, 1H, OH), 5,65 (t, 1H, R1R2C=CRH) correspondente ao H da

dupla ligacgao endociclica (5)6.

O espectro IV evidencia a presenca de um estira
mento de ligagéo C-H de metila em 2925, 2865 cm_l, um estiramen
to de ligacao OH em 3460 cm ™. Comparando com um padrao ja conhe
cido mostrou o mesmo RF em camada delgada. Assim foi identifica-
do como um triterpeno de formula molecular C30H5OO denominado

Glutin0163.

O composto 3 apresentou um pf 1760C, o espectro

RMNlH (CDC13) apresentou ppm: 0,75 (s, 3H, CH3), 0,80 (s, 31 ,

CHy), 0,88 (s, 3H, CH3), 0,90 (s, 3H, CH3), 0,98 (s, 3H, CHj) :
1,0 (s, 3H, CH3), 1,02 (s, 3H, CH3), 3,2 (4, 1H, OH) e, um pico
4,6 ppm. O espectro IV apresentou um estiramento de ligacgao de
C-H de metila em 2900, 2840 cm_l. Corresponde a um triterpeno si

milar ao glutinol que por falta de dados nao foi -ainda identificado.

O composto 4 com pf 1360C, o IV apresentou um es
tiramento de ligagao OH em 3420 cm_l, um estiramento de ligagéo
de C-H de metila em 2910, 2840 cm_l. Nao foi soliavel em clorofor
mio deuterado, razao pela qual nao foi realizado alguns espectros

e, por falta de dados ndo foi identificado.

nton
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2. Quando analisada farmacologicamente, a 2-hidro
xi-4,6-dimetoxi-acetofenona determinou a inibigao concentracao de
pendente da contratilidade de diversas preparacoes isoladas de
mﬁsculatu;a lisa e cardiaca, cuja poténcia anti-espasmddica varia

de acordo com o tecido analisado.

A maior eficacia do composto em inibir as contra
¢oes induzidas por Agonista, em relagao aquelas provocadas por es
timulacao elétrica trasmural, sugere uma agao anti-espasmodica di

reta ao nivel das células musculares lisas.

3. A correlagao entre estrutura e atividade quan
do comparada com a papaverina, permite sugerir que o centro ativo
das moléculas de 2-hidro-4,6-dimetoxi—-acetofenona seja CHBO—C=C-C
=C-C=0 . A modificagao da estrutura demonstrou que a metilacgao
torna esse produto cerca de duas vezes mais ativo como anti-espas
modico, enguanto que a acetilagao apresentou a mesma poténcia e

a Oxima tornou-se menos potente.

4. Finalmente, o alto rendimento observado para
2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona (0,25 %) nas partes aéreas da
Sebastiania schottiana, Muell. Arg., aliada a suas acoes anti- es
pasmodicas em varios tecidos isolados, nao sO confirmam, como tam
bém estendem as observagoes populares a respeito do emprego medi
cinal desta planta para o tratamento das afecgoes renais. Além
disso, a atividade anti-espasmodica desse composto pode ser aumen
tada, por substituicao quimicas em sua molécula com observada pa

ra a 2,4,6-trimetoxi-acetofenona.
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