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RESUMO

O presente trabalho descreve os resultados fitoquimicos e farmacologicos obtidos a
partir de trés plantas medicinais brasileiras: Mandevilla illustris, Rubus imperialis ¢
Sebastiania schottiana. Em relagio a M. illustris, cinco compostos foram isolados
utilizando-se procedimentos cromatograficos a partir do extrato de acetato de etila. Quatro
deles foram identificados com base em dados espectrais, como 4acido cafeico, illustrol,
heterosil illustrol e acetil illustrol. Os dois ultimos s&o compostos novos e estdo sendo
relatados na literatura pela primeira vez. Os experimentos de raio-x permitiram conhecer a
formula isomérica e determinar a unidade incomum 8-metil-2,5,9-trioxatriciclo[4.2.1.0 *7]
nonano, do acetil illustrol. Alguns destes compostos revelaram consideravel agfo
antiedematogénica, inibindo a formagio de edemas de pata de ratos causados pela dextrana,
carragenina e bradicinina quando injetados localmente, confirmando estudos anteriores
realizados com esta planta em nossos laboratorios.

O extrato metandlico das partes aéreas de R. imperialis, apresentou potente agfio
analgésica em camundongos. Trés compostos foram isolados e identiﬁcadosf'éomo 4cido
torméntico, acido-23-hidroxi torméntico e Niga-ichigosideo F1. O componente majoritario
desta planta (Niga-ichigosideo F1), foi mais ativo do que alguns firmacos -analgésicos
usados clinicamente (aspirina e paracetamol), quando avaliados frente a dois- modelos de
dor em camundongos: formalina e contor¢des abdominais. No modelo das contéfg:c”)es
abdominais induzidos pelo acido acético, este composto foi cerca de 30 vezes mais potente
do que os farmacos usados para efeito de comparagio, apresentando uma DlIsy de 3,1

mg/kg.i.p.



Os estudos fitoquimicos e farmacoldgicos realizados com a S. schottiana permitiram
o isolamento de diversos compostos ativos, incluindo a xantoxilina, 2,4-dihidroxi—6-l
metoxi-acetofenona, acido protocatético, quercetina e luteolina. O ultimo foi investigado
em diferentes modelos de dor em camundongos por duas .rotas distintas de administragéo,
mostrando interessante perfil farmacologico. Quando administrado via intraperitoneal, a
luteolina mostrou uma DIs, de 26,2 mg/kg para a segunda fase de dof no -teste da
formalina. Este composto foi cerca de cinco vezes mais efetivo do que os farmacos usados
em comparacio.

Os resultados obtidos neste trabalho sfio importantes sob o, ponto de vista medicinal,
visto que alguns compostos ativos foram detectados nas plantas estudadas, os quais
confirmam o uso popular no tratamento de processos dolorosos e inflamatorios. Além
disso, estes compostos podem ser futuramente usados para obter derivados ou analogos

mais potentes, podendo representar novas possibilidades terapéuticas.



ABSTRACT

The present work describes the phytochemical and pharmacological results obtained
from studies with three Brazilian medicinal plants: Mandevilla illustris, Rubus imperialis
and Sebastiania schottiana. Concerning M. illustris rhizomes, five components were
isolated using chromatographic procedures from ethyl acetate fraction, and four were
identified on basis of their spectral data as caffeic acid, illustrol, heterosyl illustrol and
acetyl illustrol. The two late are new compounds, being reported for the first time in the
literature. The X-ray experiments of permitted to know the correct isomeric structural
formula, and to determine the unusual 8-methyl-2,5,9-trioxatricyclo[4.2.1.0 *’] nonane
moiety of acetyl illustrol. Some of these compounds revealed considerable anti-
oedematogenic action, inhibiting the formation of paw oedema in rat caused by dextran,
carageenan and bradykinin when injected locally, confirming previous studies carried out
with this plant.

The methanolic extract from R. imperialis aerial parts exhibited analgesic potential
in mice. The active compounds were isolated and identified as being tormentic acid, 23-
hydroxi-tormentic acid and F1. The main component of the plant (Niga—ichjgoside F1), was
more active than some well-known analgesic drugs (aspirin and paracetamol) when
evaluated against two models of pain in mice: writhing and formalin test. This compound
was about 30-fold more potent than the standafd drugs in writing test with IDsy value of
3.i mg/kg, i.p.

The phytochemical and pharmacological studies carried out with S. schottiana
permitted the isolation of sevéral active compoﬁnds, including xanthoxyline-, 2,4-dihydroxi-

6 methoxi-acetophenone, protocatechuic acid, quercetin and Iuteolin. The late was



investigated in different models of pain in mice by distinct routes of administration,
showing interesting pharmacological profile. When administered by intraperitoneal route,
luteolin exhibited an ID50 value of 26.2 mg/kg for s-econd-phasev in formalin test. This
compound was about 5-fold more effective than the standard drugs used for comparison.
These results are important under the medicinal point of view, since several active
compounds were detected in the studied plants, which confirm their popular use to treat
inflammatories and dolorous processes. Moreover, these findings may be useful to obtain,
in the future, new and more potent analogues or derivatives compounds, which might be

represent new therapeutic possibilities.



SUMARIO
LISTA DE ABREVIATURAS.......ocociiiinttnrnnicneccssnsssesssssssssssnnsssossessissssnsssscssesnss
CAPITULOI
1-INTRODUCAO
1.1. Plantas medicinais: aspectos GETais........ccrureueruemcucirincisiisinmciniiiscic e,

1.2. Importéancia dos produtos de origem natural ..........ccccoerieiieriienicsioninnenneene.

1.3. Recentes avangos da fitoquimica voltada a obtengdo de novos farmacos......
1.4. O futuro do desenvolvimento de novos medicamentos..........cceceeceererruennnene
1.5. ODJEtiVOS dA LESE .eeueemeerreeieecicee et cttrenre e e s
1.6. Revisdo bibliografica ........cc.cccceeuueeee. e eeeeteeieeerue st te et e et aesrbe et eeeneeenneeareeane
1.6.1. Mandevilla illustris (APOCYNACEAL) ......cccveeueererreerieerreeneerreresesnsenenene
1.6.1.1. Familia Apocynaceaqe ...............coeveeeveeeceerceceneirneneeeeeceeesiseenaes

1.6.1.2. Estudos anteriores realizados com o género Mandevilla ........

1.6.1.3. Caracteristicas da espécie Mandevilla illustris .......................
1.6.2. Rubus imperialis (ROSACEAE) .....ccoeeevueeeueerouiinrieniteeeee et
1.6.2.1. Familia ROSACEAE .....c.eeeceeeuiiniereeeciiiccciececeeeeane eerereenees

1.6.2.2. Caracteristicas da espécie Rubus imperialis ...............cc.ccu......
1.6.2.3. Estudos anteriores sobre 0 género Rubus ..........c.cccooviceccnnnene.

1:6.3. Sebastiania schottiana (Euphorbiaceae) ..........cccocooveevvrivnircieciinncn
1.6.3.1. Familia Euphorbiaceac .........cceeviveveveveveennenneiiieienerenennns —

1.6.3.2. Caracteristicas da espécie Sebastiania schottiana ..................

1.6.3.3. Estudos anteriores as espécie Sebastiania schottiana .............

1.7. Reagentes € €qUIPAMENTOS ......5tveueeeeeeercerseereeeneeenssseesssessueessssesssssssessssossenns

2 - CAPITULO II — Mandevilla illustris (Apocynacea€)

2.1. Material botanico .....c..ccecvevueeeeevecreecneecreennen. eresserstnss s et as sttt
2.2. ANALISE fIOQUIMICA «euvevuirrieeieeetieeeniereenreteeeeseeeeeneseee e ceaesteseessesresaeanseemsone
2.3. AnAlise de RAIO-X ..coooviiriiiiiiieiecteie et eiteseee st eree et e e ssas s st e nesesmens
2.4. Analise farmacolégica .................................

2.4.1. Atividade antiedemato@EniCa .......ccceeeerueereerierieenienie et secee e

2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO. ... eeeeeeeeeeeeeeeeeeveeveeseeeeeseesessessesesseeseseasanes



2.5.1. ANAlISE UIMICA.....cueeieeereenieeieeeeeaieeeeeniecetesnee s sane e srne e sabesnaenaae s

2.5.2. Andlise farmacolOgiCa.......cocueeveeirieenrinernenenieniii et

3 - CAPITULO III - Rubus imperialis (Rosaceae)
3.1, MetOdOIOZIA ....ceveeeeeieeeie ettt st sttt ea e sa s s s n e s

3.1.1. MAterial DOLANICO .ovveer e eeeeeeeeeeeeeeeeie et esseessssssssreeereessesssansessennnnensanes

3.1.2. Analise fltOQUIMICA ......cocceererviiiiiiiiiiiiiniieitcer e
3.1.3. Analise farmacologica ........ccccveieiereieiiineeeeeeeee
3.1.3.1. Atividade anal@ésica ..........coeeimmmcinccmiiiiiciiniiiiiin

3.2. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oooevreereereeeeeeeeeeeessesessesessesessesssasseseesanees
3.2.1. ANAlISE QUIMICA ..couvrrenreeeeeiiecntie e et sies e ebesne s s ssaenene
3.2.2. Analise farmacolOgiCa .......cooveirereeieiiireiiecenece e e neae s
ANCXO T s
4 - CAPITULO 1V - Sebastiania schottiana (Euphorbiaceae) ......coceeseerveriuenanene
4.1. MetOdOIOZIA ...coevriniieireicieeee ettt ceee e saee s e s
4.1.1. Material DOtANICO ....c.cooueeeeeeeeeeieeeeeee e et eee et eate e st seeeeeae e aeons
4.1.2. Analise fIlOQUIMICA ........ecverreeierieeeieeiiereee et tee e r et eesese st ctseerenaeeone
4.1.3. Analise farmacolOgicCa .......ccooueervciriiiriieneeecreecct e
4.1.3.1. Atividade analgésica .........ccceevveeruerenieenieiieceneie et

4.2. RESULTADOS E DISCUSSADQ ....ovurteeereereeeeceenaesesesessesesssssssesessssnsinanes
4.2.1. Andlise fItOQUIMICA. ......cceerrerreeriereereeenereie s eieceeeeceneenee e enaens JRTRI

4.2.2. Analise farmacolOgiCa .........coveeeierieiienieniieceere et

5 - CONCLUSOES ‘
6 - REFERENCIAS BIBLIOGRATFICAS ....c.cooevrriermnenrsssssnssssnssssssssossasssensansasss
7 — TRABALHOS PUBLICADOS PELO AUTOR .......cocouevureernnrennensessnssarssenens

80



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 — Florescéncia e rizomas de Mandevilla illustris (Apocynaceae)...........

Figura 2 — Partes aéreas de Rubus imperialis (ROSaCea€) ........cooeeeveeininiccnnenencnen.
Figura 3 — Partes aéreas de Sebastiania SChottiana ................oeeeeceeeevecercnvnneencnn.

Figura 4 — Etapas realizadas no fracionamento dos rizomas de M. illustris ............

Figura 5 - Resumo das etapas realizadas no fracionamento do extrato de

ICIOTOMELANO ....ovveviruereieeeieeeree ettt b e sa s
Figura 6 — Espectro de IV do composto MI-3 em KBr ...
Figura 7 — Espectro de "H-RMN do composto MI-3 em CD30D .......ccocceeurunnne
Figura 8 — Espectro de *C-RMN do composto MI-3 em CD30D.......c.cccoouuvcuccunecn.
Figura 9 — Espectro de massa do composto MI-3 em 70 €V .....ccooiiiiiian
Figura 10 — Espectro de 1V do composto MI-5 em KBr ..o,
Figura 11 — Espectro de "H-RMN do composto MI-5 em (CD3),CO

Figura 12 — Espectro de "H-RMN do composto MI-5 em (CD;),CO expandido -
ENLre 4,2 € 5,7 PPIM c.ceniiiiiiiiieiiiiiiniiicne ettt st s st s ae e e eas
Figura 13 — Espectro de "H-RMN do composto MI-5 em (CD3),CO expandido -

entre 3,65 € 3,8 PPIM c.eceuviciiieccciiiii e

Figura 14 — Espectro de 'H-RMN do composto MI-5 em (CD5),CO expandido

entre 1,0 € 2,8 PPIM ccvvieieeecie ettt

Figura 15 — Espectro de BC-RMN do composto MI-5 em (CD3),CO ........cc........
Figura 16 — Espectro de DEPT do composto MI-5 em (CD3):CO ........ccocrieeness

Figura 17— Espectro de DEPT e B¢ do composto MI-5 em (CD3),CO ................



Figura 18 — Estruturas moleculares isoméricas do composto MI-5 ....................... 28
Figura 19 — Espectro de IV do composto MI-4 em KBr ..o 48
Figura 20 — Espectro de "H-RMN do composto MI-4 em (CD3);CO .....cco.ccuue... 49
Figura 21 — Espectro de "H-RMN do composto MI-4 em (CD3)2CO expandido
eNtre 4,5 € 5,7 PPIM c.eeeieviiiniiiiiiiineiittcc ettt s 50
Figura 22 - Espectro de "H-RMN do composto MI-4 em (CD3),CO expandido
entre 3,0 € 3,9 PPIM .ottt 51
Figura 23 — Espectro de C-RMN do composto MI-4 em (CD3),CO .....c.ccceneenee 52
Figura 24 — Espectro de BC-RMN do composto MI-4 em (CD;3),CO expandido
entre 15,0 € 33,0 PPIM cceiiiiiiieeieeeeeecte e . 53
Figura 25 — Espectro de DEPT e 3C do composto MI-4 em (CD3),CO expandido
entre 15,0 ¢ 47,0 ppm e fieeeeeenerseeaes 54
Figura 26 - Efeito dos compostos isolados da M. illustris no edema de pata
induzidos pela carragenina €m ratos ..........cecceevevereeevmrevecrereensecsnnuenans 32
Figura 27 - Efeito dos compostos isolados da M. illustris no edema de pata
induzidos pela Dextrana em 1atos ..o, 33

Figura 28 — Efeito dos compostos MI-1 e MI-3 isolados da M. illustris no edema

de pata induzido pela Bradicinina em 1atos ..........ccoceiiicininnincninnnenn, 34
Figura 29 — Etapas realizadas no fracionamento e purificacdo de R. imperialis .... 56
Figura 30 — Espectro de IV do composto Ri-1 em KBr ..o 66
Figura 31 - Espectro de "H-RMN do composto Ri-1 em Piridina-ds .............c....... 67

Figura 32 — Espectro de BC-RMN do composto Ri-1 entre 77 e 180 ppm, em

PIridina-ds....o.coveveeniinienenienccercitiiii e s 68



Figura 33 — Espectro de BC-RMN do composto Ri-1 entre 14 ¢ 80 ppm, em

© PAAINA-S ceovrreererneeeeneresseee s s nseeienses s 69
Figura 34 — Espectro de IV do composto Ri-2 em KBr ........cccooeiiviiiiiinciinnens 70
Figura 35 — Espectro de '"H-RMN do composto Ri-2 em piridina-ds .................... 71
Figura 36 — Espectros de "*C-RMN e APT do composto R1-2 em Piridina-d; ...... 72
Figura 37 — Espectros de ?°C-RMN e APT do composto R1-2 em Piridina-ds ...... 73
Figura 38 — Espectro de IV do composto Ri-3 em KBr ........ccoceveiiininininincn 74
Figura 39 — Espectro de "H-RMN do composto Ri-3 em Piridina-ds .................... 75

Figura 40 — Espectro de C-RMN e APT entre 55 e 180 ppm do composto Ri-3
€M Piridina-ds ....ccoeeeuiiroiieiiiiriinnie ettt e e 76

Figura 41 — Espectro de ?C-RMN e APT entre 15 ¢ 5 ppm do composto Ri-3 em

Figura 42 — Esquema da anilise fitoquimica realizada com as partes aéreas de

Sebastiania SCROLIANA ...........eeveeeeiieecieeciecinecese e 79
Figura 43 — Cromatograma da mistura de fitoesterois (SS-1) ......cccceevvrevceninncnnene 83
Figura 44 — Espectro de IV do composto SS-3 em KBr ..o 95
Figura 45 — Espectro de '"H-RMN do composto SS-3 em CDCl; ........oovverrennnnee. 96
Figura 46 - Cromatograma comparativo do composto 2,4-dihidroxi-6-

metoxiacetofenona (A) e co-injecdo com padrdo auténtico (B) ........... 84
Figura 47 — Espectro de IV do composto SS-4 em KBr .......cocccecnvinninnccnninnenneee. 97
Figura 48 — Espectro de "H-RMN do composto SS-4 em ACELONA oo eeeerreeeereenns 98
Figura 49 — Espectro de BC-RMN do composto SS-4 em acetona .......coeeeeveeverencns 99

Figura 50 — Espectro de Massa do composto SS-4a 70 eV .......ccccovevevvvinnicnnnnnn 100



Figura 51 - Espectro de IV do composto SS-5em KBr ..., 101
Figura 52 — Espectro de "H-RMN do composto SS-5 em ACELONA +..vvvrereeereeeereene. 102

Figura 53 — Espectro de “C-RMN do composto SS-5 entre 90 e 190 ppm, em

ACCLOMA c.eeieireeniieeeeereite et e seie e e e esee s st seesaeeasaassrsesssssssssssssaeesas s ssseennsas 103
Figura 54 — Espectro de IV do composto SS-6 em KBr ..o 104
Figura 55 — Espectro de "H-RMN do composto SS-6 em acetona ..........co...cccveune. 105

Figura 56 — Espectro de >C-RMN do composto SS-6 entre 90 e 180 ppm, em
ACEIOMA ...eeeeenreeeerreeeeeeeesessreeescraeseeteesecaetasensaesesnnseessaeeesnenesissaesensssssssnns 106
Figura 57 - Curva dose-resposta inibitéria do EH no modelo de dor induzida pelo
ACIdO ACEICO 0,60%071.D. .ueeovecieeneseenerterereer st cnecis st 88
Figura 58 — Curva dose-resposta inibitoria do EH no modelo de dor induzida pela
fOrmMAaling ......ccoeeueee it ettt sttt e e e 88
Figura 59 — Curva dose-resposta inibitdria da luteolina no modelo de contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético 0,6% 1.p. ..occeecerveeercenreeneeenne. 89
Figura 60 — Curva dose-resposta inibitéria da luteolina no modelo de dor
induzidas pela formalina i.p., em relagiio a 1" ¢ 2’ fases de dor ......... - 90
Figura 61 — Curva dose-resposta inibitoria da luteolina no modelo de contor¢des
abdominais induzidas pelo 4cido acético 0,6% 1.C.V. ...ooeeeeenceenernncnen. 91
Figura 62 - Curva dose-resposta inibitéria da luteolina no modelo de dor

induzidas pela formalina i.c.v. em relagio a 1" e 2" fases de dor .......... 91



INDICE DE TABELAS
Tabela 1 - Angulos das principais ligagdes e ORTEP do composto MI-5............. 29
Tabela 2 — Efeito antinociceptivo do extrato de Acetato de Etila e Niga-
ichigosideo F1 obtido de R. imperialis, no modelo das contor¢Ges
abdominais induzidas pelo acido acético 0,6% em camundongos, i.p. ... 62
Tabela 3 - Efeito antinociceptivo do extrato de Acetato de Etila (AE) e Niga-
ichigosideo F1 obtido de R  imperialis, no modelo da
formaling (1” fASE), L.P. «.ueveereeeeereereereiseeesessaessese s s s sssseesess s s sansanes 63
Tabela 4 — Efeito antinociceptivo do extrato de AE e Niga-ichigosideo F1 obtido
de R. imperialis, no modelo da formalina (2' fase), i.p. ...cooovvvevreveeeneennn. 63
Tabela 5 — Efeito antinociceptivo comparativo entre Ac. 23-OH-torméntico e
Niga-ichigosideo F1 obtido de R. imperialis, no modelo da
formalina (10mE/Kg, 1.P.) «orcereererieee ettt e 64
Tabela 6 — Comparacio dos dados de *C-RMN da Quercetina e Luteolina com
valores descritos na HEEratura .........cccecevvveeeeerieneeieninneenieseeeecreerevennne 87
Tabéla 7 — Efeito antinociceptivo comparativo entre o EH, luteolina, aspirina e
paracetamol no modelo contor¢des abdominais induzidas pelo 4cido
acético 0,6% em camundongos, L.P. «.wcceeeerreerrerreeseesssesseereeseessesennns '. 92
Tabela 8 — Efeito antinociceptivo comparativo ‘entre o EH, luteolina, aspirina e

paracetamol no modelo da formalina, i.p. «c.ccoeeeevcncnnccnenecerinenn 93



Introdugio

1. INTRODUCAO

1.1. Plantas medicinais: Aspectos Gerais

As plantas, desde os primordios dos tempos, sdo fundamentais tanto na alimentagéo
como para a cura de enfermidades 12 A utilizagio de plantas medicinais é uma pratica
generalizada na crenca popular e Vérias formagGes culturais fazem os seus usos como
recurso terapéutico’. Apesar de seu emprego empirico, as plantas medicinais continuam a
ser usadas pela populagdo e jamais foram completamente substituidas pelos farmacos
sintéticos. Acredita-se que, entre os motivos que explicam a opgo pelo uso de plantas
medicinais estdo: a insatisfagdo com a eficacia, o custo elevado e oé efeitos indesejaveis
dos medicamentos alopaticos, aliados & admiragdo pelos “produtos naturais” M4 Tal
valorizagdo destas plantas ocasionou um crescimento na procura de info?magﬁes
comprovadas cientificamente sobre. sua seguranga e eficacia terapéutica’.

Afualmen’te, ndo s6 no Brasil, mas também em diversos paises, um grande nimero
de vegetais vem sendo utilizado como fonte alternativa de medicamentos. Segundo a
analise feita pela Annual Reports of Medicinal Chemistry, cerca de 60 % das drogas que
foram langadas no mercado norte-americano entre 1985 e 1995, tém origem natural. A
meéma proporgio também ja faz parte do cotidiano dos europeus e asiaticos. E um aumento
de 35 % desde a década de 70, o que significa dizer que o mundo esta voltando as aten¢des
cada vez mais para a natureza. Estimativas revelam que o mercado mundial de produtos
farmacéuticos movimenta cerca de US$ 320 bilhdes/ano, dos quais US$20 bilhdes sdo
oriundos de fontes naturais.. No Brasil, estima-se que 25% dos US$ oito bilhdes do

faturamento da indtstria farmacéutica sejam derivados de plantas’.
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Atualmente sdo desenvolvidos estudos cientificos baseados em modernas técnicas,

visando a obten¢do de dados que levam a conhecer os principios ativos responsaveis pelas

a¢des farmacolégicas, determinar sua estrutura quimica, procurar suas sinteses € promover

modificagOes estruturais com o objetivo de aumentar sua atividade e possibilitar a produgio
de novos férmacos> Para desenvolver tais estudos, € necessdria uma interdisciplinaridade
entre farmacologia, quimica, botdnica, agronomia, biotecnologia, computagdo, entre

outros’.
1.2. Importincia dos Produtos de Origem Natural

As plantas representam uma fonte inesgotavel de compostos farmacologicamente
ativos e estes, por sua vez, podem servir de modelos para a obtengdo de novas moléculas
mediante reacBes quimicas®. Os compostos de origem natural desempenham papéis
importantes na medicina-moderna. Em primeiro lugar, fornecem alguns medicamentos cuja
produgfo via sintese € inviavel economicamente. Entre eles estéio a forscolina (1), obtida do
Coleus barbatus, que apresenta efeitos promissores contra hipertensiio e asma; e a
pilocarpina (2), isolada do Policarpus jaborandi, usada na produgéo de medicamentos para

o tratamento de glaucoma’.
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De fontes naturais também sdo retirados compostos, chamados “molécula$ lideres”
que com pequenas modificagdes estruturais podem levar a compostos extremamente
potentes e seletivos "7,

Um fator importante, que deve ser levado em consideragdo, consiste na utilizagdo
dos compostos inativos presentes nas plantas como marcadores quimicos no controle de
qualidade, principalmente nas fitopreparagdes, uma vez que se observa cada vez mais
comum o uso de composi¢cdes adulteradas por plantas de morfologia semelhantes,
ocasionando assim, um sério problema de satide publica®. Neste contexto, podemes: citar
como exemplo a adulteragdo de ﬁtoférmacos de Maytenus ilicifolia, conhecida como
“Espinheira Santa” (Celastraceae), pela Sorocea bomplandii (Moraceae). As plantas citadas
fazem parte de familias totalmente diferentes, mas s3o muito semelhantes
morfologicamente, impedindo a sua classificagdo até mesmo por boténicos especializados
9,10

Das cerca de 250.000 espécies de plantas existentes no planeta, menos de (15%
foram investigadas com vistas ao descobrimento de suas propfiedades terapéuticas“.
Considerando que o Brasil possui a flora mais rica do. mundo em:;natéria prima péra a
producdo de fitofarmacos (cerca de 1/3 do total) e que apenas 8% foram estudadas, ¢ de
suma importdncia que se busque nestas plantas uma fonte altefn;i_tiva de medicamentos,

visando no futuro a obtengdo de novos firmacos mais eficazes e especificos **.
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1.3. Recentes Avancos da Fitoquimica Voltada a Obtengdo de Novos Fdarmacos

Um método alternativo, rapido e de baixo custo para a obtengéo de novos farmacos,
consiste em isolar e identificar os principios ativos naturais, uma vez que a natureza ¢
prodiga em produzir tais moléculas. Partindo-se de vegetais, as chances de acerto para a
obtenc¢do de compostos biologicamente ativos, sdo de uma para cada cinco mil tentativas,
enquanto qﬁe se partindo de formulagdes produzidas em laboratdrio, a relagdo € de uma
para cem mil'2. Neste contexto, pode-se citar como exemplo trés dos principais avangos
relacionados com as plantas medicinais como:

1) a descoberta do terpendide Taxol (3), isolado de Taxus brévifolia, uma das
1315 .

grandes promessas para pessoas portadoras de cancer de ovério e pulmio ;

2) a artemisinina (4), um potente anti-malarico, isolado ‘defArtemisia annua, planta

16,17,

. >

medicinal chinesa, a qual permitiu o tratamento de milhares de paé‘ien_tes

3) a vincristina (5) e vimblastina (6), dois alcaldides isolados das folhas de
Catharanthus roseus, sendo muito usados no tratamento de gertos tipos de cancer, como o
mal de Hodgkin e leucemia infantil '*'". As Véndas dos referidos fArmacos atingem valores

anuais de 160 milhdes de dolares .
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(5) Vincristina: R = CHO

(6) Vimblastina: R = CHj3

Cabe destacar também, dois recentes artigos de revisdo em que sdo avaliadas as
perspectivas da industria farmacéutica no que tange a novos principios que podem
revoluéionar a medicina do proximo milénio, principalmente, contra doengas relacionadas
com disturbio sanguineo, como anemia, trombose, leucemia e AIDS 18,19

Por outro lado, ndo podemos deixar de mencionar os modernos fitoterapicos, cujo
mercado mundial cresce gradativamente. Neste sentido, vale ressaltar os efeitos
antidepressivos do extrato de Hypericum perforatum, a a¢do vasodilatadora e antioxidante
do Ginkgo biloba e o efeito altamente promissor do extrato lipoesterdlico de Serenoa
repens, no tratamento de pessoas portadoras de Hiperplasia Benigna de Prostata (HBP),
uma doenga em franca expansdo que afeta cerca de 50% dos homens acima de 50 anos 20;21.

Algumas espécies vegetais vém sendo alvo de estudos em nossos laboratérios, como
as plantas do género Phyllanthus, conhecidas popularmente como “quebra-pedra”, que
foram efetivas como analgésicas, cujos efeitos parecem estar relacionados com compostos

de natureza esteroidal ou fenolica 2228

. E importante destacar também os efeitos
analgésicos demonstrados pela Bauhinia splendens (Leguminosae), Epidendrun mosenii

. (Orchidaceae) e Aleurites moluccana (Euphorbiaceae), agGes estas relacionadas com a
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12,2931 Outra planta que apresentou efeitos

presenga de flavonoides, taninos e triterpenos
antiespasmodicos promissor foi a Marrubium vulgare, que antagonizou as respostas
contrateis induzidas por varios neurotransmissores em distintos orgdos isolados de cobaia
32 Recentemente também foi demostrado o importante perfil fito-farmacologico de Drymis

winteri, relacionados com a presenca de sesquiterpenos’> >,

1.4. O Futuro do Desenvolvimento de Novos Medicamentos

Recentemente tem sido estimado que o faturamento com medicamentos derivados

de plantas somam quantias superiores a US$ 22 bilhdes de délares anuais®®. Relacionado a

_este fato, houve também um crescimento anual de 10% em novas industrias farmacéuticas,

al'ér»r; de uma série de fusdes entre grandes empresas deste setor. Além disso, hd uma
necessidade urgente de se descobrir novos e efetivos farmacos para o tratamento de
doengas em diferentes areas. Como exemplo, podemos citar a 4rea antiinfectiva, a qual vem
gerando sérios problemas de saide publica e na area oncoldgica, no que se refere ao
tratamento de neoplasmas sélidos, semelhante ao géncer de seios, pancreas e colon '®.
Baseado no exposto, deve-se ter em mente que o sucesso somente € alcangado com a
interagdo maci¢a entre os mais variados segmentos da ciéncia como citado anteriormente,
além de urha interagdo intensa Induastria — Universidade.

Com esta interagdo multidisciplinar, surgem novas estratégias, como a quimica
combinatoria, que permite a sintese de milhares de compostos; a cultura de tecidos, que
permite a produgdo de compostos “in vitro™; a sintese dendrimérica, que procura produzir
macromoléculas (dendrimeros), como as ciclodextrinas, capazes de melhorar a

farmacocinética e aumentar a especificidade de determinados farmacos. Além, disso, cabe



Introdugdo 7

destacar o recente avango na area de projetos de farmacos, usado quando se conhece a
topografia do receptor ou o centro ativo 530.37.38

Como pode ser notado, existem indmeras dificuldades no percurso que vai da
intengfo de se fabricar o medicamento até que o mesmo chegue ao mercado: longo tempo,

custo altissimo, necessidade de dominio de novas tecnologias e multidisciplinaridade. Isto

faz com que apenas as grandes empresas possam desenvolver novos medicamentos.
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1.5. OBJETIVOS DA TESE

Considerando que os estudos anteriores realizados em nosso grupo reflelaram
interessantes perfis farmacologicos no que se refere aos extratos totais das espécies
estudadas, e o grande interesse da comunidade cientiflca em buscar novas moléculas com
acdo analgésica e antiinflamatoria mais especificas, os principais objetivos deste trabalho

s30: . . .

- Isolar e identificar os principais constituintes quimicos presentes em Mandevilla illustris,
Sebastiania schottiana e Rubus imperialis, a partir de procedimentos cromatograficos e

espectroscopicos;

- Testar os compostos isolados em diferentes modelos experimentais em animais, com o

intuito de verificar os possiveis efeitos farmacologicos;

- Comparar os efeitos farmacolégicos dos compostos isolados com farmacos usados em

~terapéutica.
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1.6. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.6 .1. Mandevilla illustris ( Apocynaceae)
1.6.1.1. Familia Apocynaceae

As plantas pertenc_:entes a familia Apocynaceae sdo inimeras, com uma distribui¢do
tropical e poucos representantes nas zonas temperadas. Compreendem cerca de 218 géneros
e mais de 200 espécies. Na flora brasileira, sdo encontradas ndo mais de 50 espécies. Os
representarftes desta familia apresentam-se de diversas formas, podendo ser. encontrados
como ervas, arbustos, cipds e ainda como arvores de gfahde porte‘. Algumas se destacam
economicamente como madeira, outras pela beleza de suas flores e algumas pela extragdo
do latex usado principalmente na confecg:ﬁo'd»e.‘ goma de mascar *°.

A familia Apocynaceae destaca-se, especialmente, por apresentari uma grande.
diversidade no que se refere as a¢des farmacoldgicas e classes de metabblitos secundarios.
Alguns géneros sdo ricés em alcaldides com atividade antileishimanial, antibacteriana e
principalmente alta afinidade para receptores opiéidés do tipo p, S e x 42 Qutros possuem
uma série de triterpenos e diterpenos **. Além disso, outras classes de compostos como
glicosideos cardioativos, como os compostos isolados de Neriun oleander, Neriun odorun,

Trachelospermun asiaticun entre outras “,
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1.6.1.2. Estudos anteriores realizados com o Género Mandevilla

A M. velutina e a M. illustris sio plantas nativas do Brasil e. a infusdo de seus
rizomas é usada popularmente no combate a processos inflamatdrios e contra picédas de
cobras 2>*. Embora a familia Apocynaceae seja alvo de intimeros estudos, o Género
Mandevilla tem sido investigado somente em nossos laboratorios € por um grﬁpo de
pesquisa da Argentina*.

Em relagdo a M. velutina, podemos mencionar os estudos com os diferentes
extratos, 0s quais se mostraram efetivos em inibir as contragdes induzidas pela bradicinina
na aorta isolada de coelho, bem como o efeito antagonista seletivo a bradicinina em utero
isolado de rata “*°. Os estudos fitoquimicos realizados com este Género evidenciaram
distintas classes de compostos, como esterdides, terpendides e glicosideos pregninicos de
interessante perfil férmacolégiCo 302 Neste sentido, cabe ressaltar os efeitos sobre edema
de pata induzido pela fosfolipase A2 e fosfolipase C **, entre outros efeitos de importancia
quimico-medicinal, relacionado com a presenca de um composto pregnénico denominado

velutinol A (7) >*%°.

Recentemente, este composto proporcionou o deposito de uma patente realizada
entre a UFSC e a Universidade de Sherbrooke do Canada ®. Considerando que M. illustris
faz parte do mesmo Género e tem apresentado resultados promissores sob o ponto de vista

quimico-medicinal, nos propomos a reinvestiga-la.
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1.6.1.3. Caracteristicas da espécie Mandevilla illustris

A Mandevilla ilustris ocorre nos estados de Sdo Paulo, Goids, Mato Grosso e
principalmente em Minas Gerais 3945 Conhecida popularmente como Purga-do-Campo ou
Rosa-do—Campo apresenta-se como erva ou subarbusto com até 80 cm de altura e com
raizes tuberosas. SZio opostas, raramente alternadas, elipticas ou largo elipticas. Sua
influorescéncia ocorre em racemos terminais, com duas a nove flores vistosas roseo-
avermelhadas. Os lobos do calice medem de 0, 6 a 1,3 cm de comprimento e as glindulas
sdo duaplices. A corola infundibuliforme apresenta tubo de 2,6 a 3,5 cm de comprimento

com anteras auriculadas. Ovario ovoide, dois nectérios, foliculos longos e continuos *°

(figura 1).

Figura 1 — Florescéncia e rizomas de Mandevilla illustris (Apocynaceae)
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1.6.2. Rubus imperialis (Rosaceae)

1.6.2.1. Familia Rosaceae

A familia Rosaceae compreende cerca de 100 géneros com mais de 700 espécies,
sendo que a maioria € encontrada em climas temperados. Na flora brasileira ¢ representada

por cinco géneros, habitando principalmente o Sul do pais 61.62,

1.6.2.2. Caracteristicas da espécie Rubus imperialis

Em nossa regido, R. imperialis é conhecida popularmente como amora-branca ou
amora do mato e usada na medicina caseira contra varias enfermidades, especialmente,
diabetes®® ®*. R. imperialis é um arbusto sarmentoso de ramos angulosos, pubescentes
quando novos, sempre armados de aculeos largos na base; folhas compostas de 3-5 foliolos
peciolados, oblongosou oblongo-ovalado membranoso, ligeiramante pubecente na parte
inferior, com peciolos espinescentes de 4-10 cm; flores grandes com lacinias lanceoladas e

dispostas em panicula subcoribosas (figura 2) %

Figura 2 — Partes aéreas de Rubus imperialis (Rosaceae)
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1.6.2.3. Esiudos anteriores sobre o género Rubus

Embora existam inimeras referénqias a respeito de outras espécies do género
Rubus, ndo ha estudos cientificos realizados com R. imperialis, quimicos quanto
farmacologicos. Neste aspecto, estudos realizados com o este género, tem destacado que
algumas espécies tém grande potencial quimico-medicinal. Assim, podemos mencionar qﬁe
o Oleo extraido das sementes de Rubus ideaus demonstra possuir atividade antioxidante,
sugerindo a utilizagdo deste, em formas galénicas para a conservago de principios ativos
facilmente oxidaveis®.

Uma série de outras espécies como Rubus lambertianus, possuem uma constituicdo
quimica muitp variada como esteroides, triterpenos e uma classe de elagitaninos, os qﬁais
forambﬁcazes contra diversos tipos de alergia e asma e patenteadas recentemente 66-68
Estudos revisando a etnofarmacologia nas cidades de Madeira e Porto Santo verificou-se

que Rubus bolle, R. grandifolius ¢ R. imernis, estdo sendo utilizadas nos casos-de disenteria
_e diabetes, devido as suas propriedades adstringentes®. Tem-se demostrado também que
frutos de algumas espécies vem sendo utilizadas tradicionalmente como alimento e tonico

2

para pessoas idosas, além de anticancerigenos e antibacterianos7°’7].

E importante salientar, que a Rubus ulmifolius é utilizada contra diabetes na
medicina popular chinesa e que, recentemente, foi avaliada em ratos hiperglicémicos
induzidos por Aloxana e Streptozotocin, sendo que a infusfo desta planta demonstrou
extraordindrio efeito hipoglicémico em ambos modelos experimentais’>. Outra espécie
bastante promissora € a Rubus pinfaensis, que cresce no Sudoeste da Chiha ¢ cujo extrato

das raizes tem sido usado na medicina popular para a promo¢do da cicatrizagdo de

queimaduras. Estudos das propriedades antibacterianas dos constituintes de R. pinfaensis,
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sugere que eles inibem, in vitro, um elevado mimero de organismos infecciosos, podendo

. .. . . . o . 67.73
tais atividades estar relacionadas ao sucesso da cicatrizagdo das feridas > .

1.6.3. Sebastiania schottiana (Euphorbiaceae)
1.6.3.1. Familia Euphorbiaceae

Esta familia ¢ uma das maiores das dicotiledoneas, com mais de 300 géneros e
aproximadamente 8000 espécies, distribuidas por todos os continentes, principalmente, nas
regides tropicais. Os maiores centros de dispersdo encontram-se na América e na Africa,
sendo bem acentuada no Brasil. S8o plantas de habito muito variado, existindo desde ervas
até porte arboreas e trepadeiras. Em geral, possuem folhas alternas inteiras ou partidas,
contendo ou ndo estipulas latescentes. Flores sempre de sexo separado, em monoclamideas,
ocorrendo também diclamideas, em monoicas, reunidas em inflorescéncias muito variadas
geralmente, em tipo cacho®'.

A familia Euphorbiaceae inclui uma gama de plantas uteis ao homem. Dentre elas
destacam-se a mamona (Ricinus cimunis) origindria da América do Norte, cujas sementes
sdo ricas em Oleos (6leo de ricino), que ¢ empregado tanto na industria farmacéutica como.
na industria de artefatos plasticos. A seringueira (Havea brasiliensis), rica em borracha
natural e a mandioca (Maninot esculenta Grantz), rica em amido ®'. Além destas, algumas .
espécies da familia Euphorbiaceae Sﬁo usadas como plantas ornamentais no embélezamento
de ruas e jardins, como as espécies do género Pedillantuhus e Aclypha. Ja as do género
Euphorbia sio muitas vezes utilizadas com a finalidade de cercar animais por sua robustez

¢ grande quantidade de espinhos (ibidem).
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1.6.3.2. Caracteristicas da espécie Sebastiania schottiana

Dentre as espécies nativas no Brasil conhecida como plantas medicinais, destaca-se
a S. schottiana conhecida popularmente como “sarandi negro” ou “branquilho”. Viceja
abundantemente nos estados do Parand e Santa Catarina especificamente na regido do
Municipio de Apiina nas encostas ou pequenas ilhotas de pedras do rio Itajai-Acu ™,
Sebastiania schottiana (Euphorbiaceae) ¢ um arbusto de 2-3,5m de altura, completamente
glabro, com ramos eretos ou ascendentes, quase pretos, lenticelados, espinhosos; estipulas
ovadas, triangulares cé€das caidas; peciolo 2 — 4mm; folhas lanceoladas até espatuladas,
obtusa ou largo agudas, longo — estreitas na base, inteiras, subcoridceas, as nervuras laterais
sdo evidentes; espigas terminais sobre ramos curtissimos, 1 — 2cm; eixo filiforme; bracteas
75

masculinas denticuladas, frutiferos muito alongados, atingindo até 2 cm de extensdo

(figura 3).

Figura 3- Partes aéreas de Sebastiania schottiana
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1.6.3.3. Estudos anteriores da espécie Sebastiania schottiana

Estudos com esta espécie vém sendo desenvolvidos desde 1986, tendo apresentado
interessante perfil farmacologico, com resultados extremamente importantes. Neste
aspecto, verificou-se que os extratos hidroalcodlico, cloroférmico e uma fragdo
semipurificada de flavonodides inibiram contracdes de utero de rato induzic_}as por
acetilcolina ou ocitocina em ileo de cobaia por estimulagdo elétrica. Entretanto, a ﬁag:éio
cloroférmica apresentou maior a¢fio antiespasmodica’®.

Alguns metabdlitos secundarios como a xantoxilina, glutinol, e f amirina,
estigmasterol, e P-sitosterol foram isolados da S. schottiana. Dentre esses compostos,
somente a xantoxilina apresentou atividade antiespasmoédica sobre o misculo liso 7. A
xantoxilina é o componente majoritario isolado, com rendimento de 0,25%. E um potente
inibidor dose-dependente ¢ de maneira ndo-competitiva das contragdes induzidas por

agonistas em preparagdes de masculo liso e cardiaco “in vitro” "%,

A xantoxilina“presente
nas part¢s aéreas da S. schottiana também demonstrou potente agfio antibacteriana contra
algumas bactérias freqiientemente encontradas no trato urinario, como R. rubra, C.
tropicalis, C. neoformans, T. mentagrophytes e E. floccusum *. Além disso, | exibiu
importante atividade contra alguns fungos pertencentes aos géneros Candida,
Microsporum, Trichophyton, Aspergillus e Penicillium ”.

Com o objetivo de melhorar a eficacia, varias modificagdes estruturais foram
realizadas com a xantoxilina, obtendo-se corhpostos com efeitos antiespasmodicos mais

12, 80

potentes que a papaverina e analgésico cerca de 100 vezes superior & aspirina e

acetaminofeno, quando analisados frente a modelos de dor do tipo neurogénica e
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inflamatodria. Xantoxilina e seus derivados demonstraram consideravel propriedade contra
edemas induzidos por dextrana, carragenina e bradicinina sendo que, dentre estes, a eficacia
de alguns foi similar a indometacina e ibuprofeno - drogas encontradas atualmente no
mercado®'. Recentemente, estudos envolvendo as raizes desta espécie, revelaram outros

compostos com interessante perfil antinociceptivo 82
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1.7. REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os espectros de absor¢do na regifo do infravermelho foram obtidos na Universidade
Federal de Santa Catarina em espectofotdmetro FT-IR-BOMEM - modelo M-100. Para a
obtengdo dos espectros de infravermelho, utilizou-se pastilhas de KBr. Os comprimentos de
ondas das absor¢des foram medidos em centimetros reciprocos (cm™).

Os espectros de Ressonincia Magnética Nuclear de Préton e Carbono 13 foram
obtidos a 300 e¢ a 75 MHz num equipamento Varian XL 300 (Universidade Catdlica de
Sacro Cuore/Roma), a 400 ¢ 100,6 MHz em equipamento Brucker (King's College,
Londres) e a 200 e 50 MHz em espectofotometro Varian XL 200 MHz (Universidade
Federal de Santa Catarina).

Os deslocamentos quimicos foram medidos em valores adimensionais (ppm), em
TMS como padréo interno de referéncia.

Os espectros de massa (EM), foram obtidos em espectrometro Shimadzu QP-2000
A (UFSC).

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho do tipo APF-301 (UFSC).

" A andlise de Raios-X foi feita em aparelho CAD4 — ENRAF NONIUS para mono
cristais (UFSC). As andlises elementares foram determinadas em aparelho PERKIN-
ELMER - 2400 CHN ( UFSC).

As determinagGes da variagdo do volume da pata foram realizadas em
plestimémetro ;Jgo Basile.

Nos fracionamentos e separagdes cromatograficas foram utilizado silica gel-60 de

granulometria 70-230 mesh (0,063-0,20 mm) para colunas convencionais, silica do tipo

GF,s4 para cromatografia de camada delgada analitica de 2,5 X 6,0 cm e placas adquiridas
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da Merck. Todos os reagentes e solventes utilizados eram de grau analitico PA. Na
cromatografia ‘de camada delgada, as substincias das classes dos terpendides ¢ esterdides
foram reveladas por vaporizagdo com solugfio de anisaldeido sulftrico seguido de
aquecimento da cromatoplaca durante 5 minutos 4 110°C. As substancias de caracteristicas
fendlicas, foram vaporizadas com solugdo de FeCl; 1% e secas a temperatura ambiente
(método quimico). Além disso, as placas também foram visualizadas sob luz ultravioleta

nos comprimentos de onda de 250 e 366 nm.
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2.0. CAPITULO II - Mandevilla illustris (Apocynaceae)
2.1. Material Botinico

A M. illustris foi coletada no Estado de Minas Gerais, em janeiro de 1996 e
identificada pelo professor Dr. Ademir Reis, do Departamento de Boténica da UFSC. Uma

exsicata esta depositada no Herbarium FLOR da UFSC sob o nimero 17871.
' 2.2. Andlise fitoquimica

A partir dos rizomas frescos e moidos (10 kg), foi preparado um extrato de acetato
de etila mediante maceragdo a temperatura ambiente durante 8 dias. Apos evaporagdo-do
solvente em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida, foram obtidos 72 g do respectivo
extrato de acetato de etila. 40 g deste material foram filtrados em coluna de silica gel com
diferentes solventes de polaridade crescente, como hexano, diclorometano e acetona para a
obtencdo dos respectivos extratos semi-puros. Embora todos os extratos apresentassem
atividade farmacologica, somente o de diclorometano foi analisado fitoquimicamente em
fungdo de apresentar os melhores resultados *°. Nesta etapa foram utilizados métodos
cromatograficos como CC (Cromatografia em Coluna) e CCD (Cromatografia em Camada
Delgadé). No processo de elucidagio estrutural foram empregados métodos
espectroscopicos como Infpavermelho (IV), Ressondncia Magnética Nuclear de Proton e
Carbono-13 (RMN-'H, Be), alérﬁ de Espectrometria de Massa (EM) e Co-CCD. A figura

4 demonstra os procedimentos mencionados acima.
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Rizomas
(10 kg)

_ p——
Extrato de Acetato de

Maceragéo com acetato de etila (8 dias)j |
Evaporagdo a pressdo reduzida

Etila (72 g)

Extrato de hexano

Filtragdo em silica gel 60 com solventes
de polaridade crescente

Extrato de Extrato de
Diclorometano acetona
(40g)

Procedimentos cromatograficos

Compostos puros

Figura 4 - Etapas realizadas no fracionamento dos rizomas de M. illustris
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2.3. Andlise de Raios-X

Mono cristais do composto MI-5, foram obtidos por recristalizagdo usando-se uma
mistura de hexano/acetona 3:1. A andlise de Raio-X foi realizada pelo prof. Dr. Ivo
Vencato, do Departamento de Quimica da UFSC, baseado nos seguintes dados e
parametros:

Dados cristalogrdficos: C;H300s , M = 374,46, ortorrdmbico, grupo espacial P2,2,2;,
(Nr. 19), a= 8,144 (1), b=10,004 (1), ¢ =24,101(2) A, Z = 4, 2024 reflexdes medidas,
2000 tuﬁcas, 1644 com I + 20 (I), 245 parametros refinados. A estrutura foi refinada
anisotropicamente com o programa SHELXI-97 alcangando no refinamento final R1=
4,53% e wR2 = 15,37%. O empacotamento molecular é obtido com uma ligagdo C-H ...0

de 3.227(7) A [ C19-H19...05' ] onde i = -1+x, 1+y, z.
2.4. Andlise farmacologica

Os testes farmacologicos foram realizados pela equipe do Prof. Dr. Jodo B. Calixto,

do Departamento de Farmacologia da UFSC.
2.4.1. Atividade Antiedematogénica
Este experimento foi conduzido usando-se grupos de seis animais (ratos suigos com

cerca de 200 g) em ambiente a temperatura controlada (22 + 2° C) com ciclo de 12 h

claro/escuro. Os animais foram anestesiados com éter e receberam em uma das patas
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posterior, 0,1 mL de PBS (Phosphate-Buffered Saline), contendo carragenina (300 ug/pata),
dextrana (300 ug/pata) ou bradicinina (3 umol/pata), co-injetado com os compostos
(10 ug/pata). A pata contralateral recebeu apenas 0,1 mL de solugdo de BPS e foi usada
como controle. Nos experimentos com bradicinina, os animais foram tratados com captopril
(5mg/kg,i.p) 1 h antes para prevenir a degradagdio da bradicinina. Os edemas foram
medidos, usando-se um pletismémetro (Ugo Basile), medindo-se o volume da pata em
distintos intervalos de tempo apés a inje¢do dos mediadores inflamatérios. O edema foi

expresso pela diferenga do volume (mL) da pata testada com controle *>*'.
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2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.5.1. Andlise Quimica

Considerando que o extrato de diclprometano apresentou acdo farmacolégica
importante no que diz respeito ao antagonismo de cininas®, este foi cromatografado em
coluna de silica gel, usando-se uma mistura de hexano/ace;ona como eluente, com aumento
gradativo da polaridade. Tais procedimentos permitiram a sele¢éio de varias fragdes que
foram posteriormente recromatografadas utilizando-se o mesmo sistema de cluentes

mencionados acima, possibilitando o isolamento de cinco compostos denominados

inicialmente de MI-1, MI—2, MI-3, MI-4 ¢ MI-5, além de uma mistura de fitoesteréis. Um

esquema simplificado das etapas realizadas est4 demonstrado na figura §.

‘ Ext. Dicloro (40g)|

CCcom 100 g se silica gel 60
eluida comhexano/acetona

fr-1 (0,6g)

fr-2-3 (0,7g) fr-4-5 (1,4 g)

f-6-7(9,0g)

cC cC oC
hexano/acetona hexano/acetona | hexano/acetona

‘ﬁ- 8904 g) I

hexano/acetona

- 10-14 (982) || Fr 59-54 (80:10) | [ £-10-12(96:4) J| r-58-66 90:10) §| £-60-80 (75:25) | |£-19-29 (70:30)
fitoesterdis MI-1 (65 mg) § | MI-5 (85 mg) MI-4 (70 mg) MI-2 (400 mg) | | MI- 3 (350 mg)

Figura § — Resumo das etapas realizadas no fracionamento do extrato de diclorometano

obtidos dos rizomas de M. illustris
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Todos os compostos foram analisados identificados através de dados
espectroscopicos (IV, 3C, RMN-'H, MS) em comparagido com dados encontrados na
literatura. A analise espectroscopica do composto MI-1 esta em andamentd 0 que ainda ndo
nos permite estabelecer sua estrutura. Por outro lado, analisando espectros do composto
MI-2, observou-se uma grande similaridade dos sinais tanto na espectroscopia de RMN-'H
como de C, quando comparado ao composto illustrol, isolado anteriormente em nossos
Jaboratérios da mesma espécie. Neste aspecto, podemos destacar os sinais de ''H em & 5,3
(t, H-6), 8 5,5 (d, H-16), 8 2,51 (¢, H-17), 6 4,4 (m, H-3), bem como os sinais de *'C em &
71,5 (C-3); & 138.9 (C-5); 6 122,0 (C-6); & 108,5 (C-14); & 104,2 (C-16) e & 73,4 (C-20).
Além disso, o uso de Co-CCD e ponto de fusdo (162° C) com uma amostra auténtica,
‘utilizando distintos sistemas de eluentes e reveladores especificos, mostrou apenas uma

mancha na cromatoplaca, permitindo concluir que MI-2 trata-se do illustrol ****.

(MI-2)

Quando se analisa os espectros de IV do composto MI-3, observam-se absor¢des em 3500
cm'(OH); 1760 cm'(C=0) caracteristicas de grupos hidroxilas e carbonila,
respectivamente (figura 6 anexo I). Os dados de RMN-'H mostram sinais de prétons
olefinicos a d 6,2 (d, J=16 Hz, H-8) e & 7,5 (d, J=16 Hz, H-7), além,de protons aromaticos

com sinais a § 7,0 (d, J=1,5 Hz, H-2); & 6,7 (d, J=8,0 Hz, H-5); § 6,9 (dd, J=1,5 ¢ 8 Hz,
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H-6) (figura 7 aneﬁm ). O RMN-"C indica sinais caracteristicos em & 171,0 (C=0); &
115,4 (C-8) e & 147,0 (C-7) (figura 8 anexo I). No espectro de massas, observa-se o pico
do fon molecular m/z (180) (figura 9 anexo I). Estes dados aliados a Co-CCD e ponto de
fusdo (224°-226 C) com padrio auténtico e comparados com dados da literatura, sfo

. ;. o o e A s , . 84
consistentes com o 4cido 3,4-dihidroxi-cindmico (4c. cafeico) %

HO
OH

(MI-3)

O composto MI-5 ( p.f. 213,3° C) também apresenta sinais semelhantes ao illustrol
indicado anteriormente, porém observa-se claramente o desaparecimento da banda de
absorgdo caracteristica de OH em 3450 cm™ e o aparecimento de uma banda em 1760 cm®
'tipica de carbonila de éster tratando-se, de um composto acetilado (figura 10 anexo I).
Outras evidéncias podem ser observadas nos espectros de RMN -'H e °C (figuras 11-15
anexo I) com sinais 8 1,96 (s, H-23), 3 5,40 (1, H-6; J=2,2 Hz), 6 4,56 (d, H-20; J=2,0 Hz)6
5,51 (d, H-16; J=2,5 Hz), 8 4,51 (m, H-3), 3,90 (d, H-21a), 6 3,88 (d, H-21pB), 3 139,9
(C-5), 5 122,8 (C-6), 5 78,8 (C-20), & 73,6 (C-21), § 103,9 (C-16), 5 108,3 (C-14) ¢ 5 170,3
ppm (C=0).

Da mesma forma, no espectro de DEPT, observa-se a diferenga com o aparecimento
de um sinal em & 21,15 (C-23), além de trés sinais de grupo metilas (3 16,71; 19,35 ¢
21,15), sete para grupo metileno (& 20,97; 25,23; 28.,45; 30,99; 37,20; 37,30,38,80ppm),

sete sinais de grupo metino (o 38,0; 46,6; 56,40; 73,61; 78,82; 103,80 e 122, 83ppm),
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restando portanto cinco sinais de carbonos tetrassubstituidos (figuras 16-17 anexo I).

Todos estes dados em conjunto, permitiram estabelecer a estrutura do composto MI-5

como acetilillustrol >

(MI-5)

Embora tenha sido proposta uma formula estrutural, as duas estruturas isoméricas
[1] e [M], poderiam existir (figura 18). Uma analise de Raios-X revelou um comprimento
de ligagdo de 1,327 A° entre C5-C6 e angulos de 125,2° entre C5-C6-C7, confirmando o
carter sp> de C6. Além disso, uma caracteristica interessante na.estrutura parcial do
trioxotriciclo, com dngulos altamente tensionados de 91,1"0 € 95,‘90 entre as ligagdes C14—

C13-C16 e C15-C16-C19 respectivamente (tabela 1). Parimetros de Cremer®® mostram
que o anel 4 estd em conformagéo de cadeira [Q = 0,556 A, 6= 9,5 e =213, 0 anel B se
encontra em meia-cadeira tendendo a conformagcfo bote[Q = 0,455 A, 0= 53,2 ¢ ¢ =78,6° ];
anel C est4 em conformagio cadeira [Q = 0,558 &, 8=4,3 ¢ ¢ = 184°], 0 anel D adota uma
conformagﬁo envelope com C13 endo [Q = 0,561A e ¢ = 65,9°], anel E em conformag&o
eﬁvelope éom C13 em flap [Q = 0,5624 ¢ ¢ = 66,7°] € 0 anel F, assume uma conformagio
envelope com C16 exo [Q = 0,416A e ¢ = 66,8° ]. Estes dados permitem sugerir que se

trata do isomero [I].Considerando que se trata de uma molécula inédita, a mesma foi

depositada na Base de dados em Cambridge.
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Figura 18 - Estruturas moleculares isoméricas do composto MI-5
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Ligagdes Angulos

C(13) C(12) can 110.04)
CQ6) Cca3) Ca4) 91.13)
c(16) cQ) cU12) 118.3(4)

C(14) c(3) C(12) 108.5(4)

c(16)  C(13) CU7) 112.5(4)
C(14)  C(3) CU17) 113.5(4)
c(12)  Ca3) cu7 111.3(4)
0(3) c(14) 0(2) 106.7(3)
0(3) c(14) C@®) 114.4(3)
0©2) C(14) C(8) 108.7(3)
o(1) C(15) 0Q) 111.6(4)
o(1) C(15) C(16) 107.9(4)
0Q) C(15) C(16) 102.6(3)

c(15)  C(6) C(13) 104.0(4)
C(1s) €16 C(19) 95.9(4)
Cc(13)  C(16) C(19) 103.4(4)
0(3) C(19) C(20) 109.8(4)
0(3) C(19) C(16) 102.6(3)

C(20) C(19) C(16) 104.6(4)

o(1) C(20) C(19) 106.4(4)
0(5) C(22) 0O@4) 121.8(5)
0(5) C(22) CQ1) 125.5(5)
0(4) C(22) CQI) 112.7(5)

Tabela 1 - Angulos das principais ligagdes e ORTEP do composto MI-5
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Com relagdo ao composto MI-4 (p.f. 193,8° C), o mesmo apresentou caracteristicas
cromatograficas semelhantes ao acetilillustrol comentado acima, sugerindo ser uma
molécula com alguma semelhanca estrutural. A analise elementar revelou percentuais de
68,06, 8,40 e 23,52% para C, H e O, respectivamente, levando a uma férmula molecular
C»7H4007 , com um ntimero de insaturagées igual a 8.

O espectro de IV mostra absorgdes caracteristicas de OH em 3450 cm’ e uma banda
de absor¢do de média intensidade em 1660 cm’l, tipica de C=C (figura 19 anexo I). O
espectro de RMN -'H mostra sinais em & 4,80 (dd, J= 9,5 € 2,0 Hz; G-1), caracteristicos de
proton anomérico (figuras 20 e 21 anexo I). Outros sinais foram observados em & 3,40 (s,
OCHs) e § 1,17 (d, CH3-G6), atribuidos a unidade heterosidica (figura 22 anexo I). Da
mesma forma, o espectro de RMN -'>C mostra um sinal em & 96,4 (G1), também na regido
tipica de carbono anomérico.

Uma anélise no espectro de RMN -°C permite observar sinais em & 31,03 (G-2), & 77,2
(G-3), 8 74,0 (G-4), d 71,03 (G-5) e & 18,79 (G-6) atribuidos aos respectivos carbonos da
unidade heterosidica (figuras 23-24 Anexo I). Estes dados sugerem ser um derivado
heterosidico do illustrol. No espectro de DEPT, € possivel observar o aparecimento de um‘
sinal em & 31,02 (G-2), além de dois sinais & 18,79 (G-6, CH3) ¢ & 57,83 ( OCHj3) (figura

25, anexo I). Estes dados possuem grande relagdo com aqueles publicados na literatura 3%

45.86 permitindo sugerir a estrutura de MI-4 como sendo B-D-oleandro-piranosilillustrol,

embora outros experimentos serdo necessarios para afirmar a correta estrutura molecular

deste composto.
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(MI-4)

2.5.2. Andlise Farmacologica

Em estudos anteriores foi demonstrado que compostos pregndnicos isolados de
Mandevilla velutina inibiram seletivamente as respostas mediadas por diversas cininas.
Considerando que os compostos isolados de M. illustris apresentam muita semelhanga com
aqueles isolados de M. velutina e que estudos anteriores revelaram importante agfo
farmacoldgica nos extratos, os compostos isolados desta espécie também foram analisados.
Neste aspecto, os resultados demonstraram que os compostos MI-1, MI-3, MI—4 e MI-5
(10 ug/pata), inibiram significativamente os edemas induzidos pela carragenina
(300 ug/pata), com inibigdes de 66 + 3 %, 59 + 3%, 53 + 5 % e 58 + 3 %, respectivamente
(figura 26). Quando testados no edema causado pela Dextrana, os compostos causaram
inibigdes de 41+ 2%, 43 + 6%, 41 + 5% e 39 + 7% % respectivamente (figura 27). Por
outro lado, quando co-injetados com bradicinina, apenas os compostos MI-1 ¢ MI-3
inibiram o edema (3 ﬁmonata), com inibigdes de 38 + 2 % e 45 + 4 % respectivamente,

conforme demonstrado na figura 28.
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E importante mencionar que estes compostos apresentam percentuais de inibigdo de
edema, semelhantes ao de firmacos usados na clinica, como a indometacina e o ibuprofeno,

principalmente quando comparados aos mediadores do processo inflamatorio carragenina e

dextrana®’.
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Figura 26 — Efeito dos compostos isolados da M. illustris no edema de pata induzidos pela
carragenina em ratos. Cada ponto representa uma média de 6 animais e as barras
verticais erro padrio médio. Valores de "P< 0,05 foram considerados como

significantes.



Resultados e Discussdo (Mandevilla illustris)

33

r

0.6

0.4

Aumento do volume da pata (m

O Controle
@ MI-1 10 ug/pata

Tempo apés a inje¢fio (min)

QOcControle

0 30 60 120 240|

@13 10 uglpata
il

‘Tempo apds a Inje¢éio (min)

Aumento do volume da pata {mL)
o
-
1

© Controle
® Mi-4 10 ug/pata

e Ly

30 60 120 240 |

Tempo apés a Injegdo (min) f

Aumento do volume da pata (mL)

o

B pExt 300ug

© Controle
@M1I5 10 ugipata

=it ﬁ
30 60 120 240|

Tempo apds a inJegbio (min)

Figura 27 — Efeito dos compostos isolados da M. illustris no edema de pata induzidos pela

Dextrana em ratos. Cada ponto representa uma média de 6 animais e as barras

. . ~ rqe * .
verticais erro padrdo médio. Valores de P < 0,05 foram considerados como

significantes.
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Figura 28 — Efeito dos compostos MI-1 ¢ MI-3 isolados da M. illustris no edema de pata
induzidos pela bradicinina em ratos. Cada ponto representa uma média de 6
animais e as barras verticais erro padrio médio. Valores de 'P < 0,05 foram

considerados como significantes.
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Anexo I (Mandevilla illustris)
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Anexo I (Mandevilla illustris)
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Anexo I (Mandevilla illustris)
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Anexo I (Mandevilla illustris)
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Anexo | (Mandevilla illustris)
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Figura 11 — Espectro de '"H-RMN do composto MI-5 em (CD3),CO
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Figura 14— Espectro de '"H-RMN do composto MI-5 em (CD3),CO expandido entre 1,0 € 2,8 ppm



Anexo | (Mandevilla illustris)

44

Figura 15 — Espectro de *C-RMN do composto MI-5 em (CD;),CO
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Figura 16 — Espectro de DEPT do composto MI-5 em (CD3),CO
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Figura 22 — Espectro de "H-RMN do composto MI-4 em (CD3),CO expandido entre 1,0 e 2,5 ppm
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3.0. CAPITULO III: Rubus imperialis (Rosaceae)

3.1. METODOLOGIA
3.1.1. Material Botanico

As partes aéreas de Rubus imperialis foram coletadas no Horto-Botanico do Ibama,
Cérrego Grande, Florianopolis — SC, em junho de 1997 e identificada pelo Prof. Dr.
Ademir Reis (Departamento de Botanica, UFSC). Uma exsicata estd depositada no

Herbario Barbosa Rodrigues (Itajai — SC) sobre numero V.C. Filho 012.
3.1.2. Andlise Fitoquimica

O material vegetal moido e seco a temperatura ambiente (480 g), foi extraido
mediante maceragdo com metanol durante 15 dias e posterior evaporagéo do solvente 2
pressdo reduzida. Este extrato foi denominado de “Extrato Metandlico Bruto”. Este, foi
particionado com diferentes solventes de polaridade crescente, como hexano, clorofémio,
acetato de etila ¢ n-butanol para a obtengfo dos respectivas fragdes semi-puriﬁcadés 22
.';_‘“C'o‘nsidérando que é;’:‘fr‘agﬁes de hexano e acetato de etila apresentaram interessante perfil
ﬁtoquimico, estas foram seiecionadas para analise. Nesta etapa foram utilizados métodos
cromatograficos convencionais como Cromatografia em coluna (CC) e Cromatograﬁa em
camada delgada (CCD). No processo de elucidagéo estrutural foram empregados métodos
espectroscopicos como Infravermelho (IV), Ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio e

carbono 13 (RMN-'He PC). A fragiio de acetato de etila (9,4g), foi cromatografada em
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coluna (2,0 x 50,0 cm) usando-se silica gel 60 como adsorvente € eluida com um gradiente
crescente de polaridade usando uma mistura de hexano/acetona. As fragdes coletadas foram
reunidas atra{/és do monitoramento com cromatografia de camada delgada e
recromatografadas usando-se uma mistura de CHCl;/MeOH com aumento crescente de
polaridade fornecendo 150 mg de um composto cristalino denominado Ri-1. Da mesma
forma, a ﬁ’a(;_a”lo de hexano (9,0g), passou pelo mesmo processo de fracionamento com
exceqéo do eluente, permitindo o isolamento de dois compostos denominados dc? Ri-2 e Ri-

3 respectivamente. Um resumo das etapas realizadas se encontram na figura 29.

Material Botanico
(480,0 g
N
Maceragio durante 8 dias ¢/ MeOH
Evaporagio do solvente 4 pressdo reduzida

Extrato Metanético
Bruto (120,0g)
Particio com gradiente
de polaridade
Hexano (9,0 g) ClorofSrmio (1,2 g) Acetato de Ftila (9,4 g)
CCeCCD CCeCCD g
Hexano/acetona Hexano/acetona { §
fr(lOO—llS)I £ (25 - 30)
- D
CCeCCD CCeCCD |}
Hexano/acetona CHCI3/MeOH} §
fr (30 - 48) ff (45~ 54) Ri-1
(150 mg)

CCeCCD
Hexano/acetona

(29 - 30) Ri-2 i
45 mg) (38 - 83)

CCeCCD
Hexano/acetona

£ (49 - 58) Ri-3
(70 mg)

Figura 29 — Etapas realizadas no fracionamento ¢ purificagéo de R. imperialis
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3.1.3. Andlise Farmacologica

Os teste farmacoldgicos foram, realizados pela equipe da Prof'. Marcia Maria de

Souza, pertencente ao NIQFAR /CCS/UNIVALI
3.1.3.1. Atividade Analgésica

Modelo. das contor¢des abdominais induzidas pelo dcido acético 0,6% em
camundongos: Camundongos “Sui¢os” machos (25-30 g) foram mantidos sob temperatura
controlada (~23°C) e iluminagdo em ciclo de 12 horas com ragdo e 4gua “ad libitum”. A
resposta nociceptiva foi induzida utilizando-se “Teste das contor¢des abdominais” com
acido acético (0,6%, via intraperitoneal), que promove contor¢des abdominais seguido de

extensio de uma das patas posteriores®*®

. Os animais foram pré-tratados com os
compostos isolados (1-60 mg/kg) via intraperitoneal, 30 min. antes da inje¢do de acido
acético. O grupo controle recebeu volume semelhante de uma solugéo salina (NaCl 0,9%,
10 mg/kg). Apds a injegdo do acido acético, os animais foram colocados em cilindros de
vidros individuais, e 0 nimero de contor¢des abdominais foi quantificada cumulativamente
durante um periodo de 20 min.. A atividade analgésica foi entdo detenﬁinada tomando-se
como base a inibigdo do nimero de contor¢des abdominais dos animais pré-tratados com o
extrato ou compostos, comparados com o numero de contorgdes abdomipais_dos animais

controle (salina)®’*®.
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Dor induzida pela formalina: Camundongos “suigos” machos (25-30 g) foram
mantidos sob temperatura controlada (~23°C) e iluminacio em ciclo de 12 horas com ragdo
e agua “ad libitum”. A resposta nociceptiva foi induzida utilizando-se 20 pL de formalina
(2,5%, s.c.) ou salina, injetados na regifo dorsal da pata posterior direita e esquerda do
camundongo. Logo apds, iniciou-se a observagiio da reagio a dor, cronometrando-se
durante’ 30 min., o tempo que o animal permanece lambendo ou mordendo a pata,
considerando esse indicativo de dor. Os animais foram pré-tratados com o extrato de
acetato de etila (1-30 mg/kg) ou com os compostos isolados (1-60 mg/kg) via
intraperitoneal, 30 min antes Foram injetados na regido dorsal da pata posterior direita e
esquerda do camundongo 20 pL de formalina (2,5%, s.c.) ou salina, respectivamente. Logo
apos, iniciou-se a observagdo da reagfio a dor, cronometrando-se durante 30 min.. O tempo
que o animal permanece lambendo ou mordendo a pata, considerando esse indicativo de
dor. Duas fases de sensibilidade sdo observadas nesse modelo, a primeira fase (dor
neurogénica), aparece nos primeiros 5 min., e a segunda fase (dor inflamatoria) ocorre entre
15 e 30 min. apés a inje¢io da formalina, representando a resposta tOnica a dor,
acompanhada de uma resposta inflamatéria relacionada & iibcrag:éo de mediadores

;o 9,90
quimicos ***°.
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3.2. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.2.1. Analise Quimica

Em estudos anteriores realizados por nosso grupo, foi verificado que o extrato
metandlico bruto da R. imperialis apresenta interessante ac¢do antinociceptiva em
camundongos (resultados niio publicados), atraindo a atengdo para uma investigagdo tanto
quimica, quanto farmacolégica. Através de uma anélise fitoquimica preliminar, utilizando-
se reagentes especificos e CCD, foi possivel evidenciar a presenga de distintas classes de
compostos como esterdides, terpendides, flavonodides e taninos °'. As fragdes de acetato de
etila e hexano por apresentarerh uma melhor resolugio cromatografica, foram submetidas a
sucessivas cromatografias em coluna, permitindo o isolamento de compostos denominados
inicialmente de Ri-1, Ri-2 ¢ Ri-3 além de uma mistura de ﬁtoestéréis.

O composto Ri-1 apresentou um ponto de fusfio entre 230-231° C. No espectro de

IV apresenta bandas de absor¢des de alguns grupos funcionais caracteristicos como : 3418

cm’ (OH); 2930 cm” (CH; e CH; ); 1732 em™ (COO); 1640 cm™(C=C) (figura 30
anexo II).

O espectro de 'H-RMN (figura 31 anexo II), apresenta sinais em § 6,2 (d, j = 8,1

Hz), tipico de préton anomérico; & 5,54 (s, H-12); & 2,92 (s, H-18); & 3,25 (¢, H-5); &

3,71(d, J=1,8Hz; H-3w); 6 5,15 (¢, J = 10,5 Hz; H-23); e na regido entre 8 1,0 - 1,61 (s, 6x

CH;). Analizando-se o espectro de *C-RMN (figuras 32-33 anexo II), observa-se sinais

caractéristicos em & 128,9 e 139,1 (C12-13C); 6 176,8 (C28). & 95,61(G1); & 79,1(GS5);

8 78,61(G3); 8 70,9(G4); 6 73,7 (G2); 8 62,05 (G6); & 78,0 (C3); 5 68,64 (C2); 6 72,33
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(C19). Um estudo comparativo destes sinais permitiram concluir que a estrutura do

composto denominado anteriormente de Ri-1, tratata-se do triterpendide glicosilado Niga-

ichigosideo F1. Todos os dados estdio de acordo com aqueles reportados na literatura® *>%>,

(Ri-1)

Da mesma forma, o composto RI-2 apresentou ponto de fusio de 242-245°C,
bandas de absor¢io no IV em 3450 cm™ (OH), 2924 cmm™ (CH; e CH; ), 1700 cm™” (C=0),
1653 cm™(C=C) e 1100 cm™ (figura 34 anexo II). Os espectros de '"H-RMN e 13-C,
mostram siﬁais semelhantes ao Ri-1 mencionado anteriormente, com excegdo aos
referentes a unidade glicosidea em C-28 e a fung8o alcool em C-23. Assim se observa
sinais em & 3,05 (s, H-18); & 3,13 (¢, H-5); 6 3,68 (d, H-30); € na regido entre & 1,0'1\— 1,72
(s, 7x CHj;) (figura 35 anexo II). No espectro de RMN - 13C, observa-se sinais em &.139,7
e 127,6 (C12-13C); 6 83,6 (C3); & 68,3 (C2); 6 72,43 (C19) e 6 180,4 (C28) (figuras 36-37
anexo II). Estes dados sdo consistentes com a literatura >, permitindo concluir que Ri-2

trata-se do 4cido torméntico ou 4cido-2a,33,19-hidroxi, 12 en, 28-oico.
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(Ri-2)

Em relagdo ao composto Ri-3, também observa-se grande semelhanga com o Ri-1,
com excegdo apenas dos sinais da unidade glicosidica. O espectro de IV mostra bandas
caracteristicas em 3397 cm™ (OH), 2929 cm™ (CH; e CH, ) e 1689 cm™ (C=0), (figura
38 anexo II). Os espectros de '"H-RMN e "*C mostram sinais semelhantes a0 Ri-1 com
excecdo apenas aos referentes a unidade glicosidica em C-28. Desta forma observa-se
sinais de RMN -'H em & 5,58 (s, H-12); & 3,04 (s, H-18); 6 3,11 (¢, H-5); 8 3,71 (d, H-3a) ¢
na regido entre & 1,07 - 1,65 (s, 6x CHj3). No espectro de BC-RMN, observa-se sinais
caracteristicos em & 139,8 ¢ 127,6 (C12-13C); & 78,1 (C3); 6 68,7 (C2); & 72,5 (C19);
8 66,2 (C23) e & 180,5 (C28) (figura 39-41 anexo II). Estes dados estfio de acordo com a

94-96

literatura™ e permite concluir que Ri-3 se trata do acido-23-hidroxi-tormentico ou acido-

20.,33,19,23-tetra-hidroxi, urs-12 en, 28-oico .
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3.2.2. Andlise Farmacolégica

No intuito de avaliar a contribui¢io da agdo antinociceptiva do extrato de acetato de
etila e do composto isolado, estes foram analisados através de dois modelos de dor. Como
pode ser observado na tabela 2, ambos causaram inibi¢do significativa no nmumero de
contorg¢des induzidas pelo ac. acético 0,6% ip., com DIsy de 6,8 ¢ 3,1 mg/kg e inibi¢do
maxima de 94,0 e 67,5 %, respectivamente. Da mesma forma, quando analisados no
modelo de dor induzido pela formalina, tanto o extrato de acetato de etila como o composto
exibiram interessante a¢fio antinociceptiva em ambas as fases de dor. Como pode ser
notado nas tabelas 3 e 4, o composto Niga-ichigosideo F1 foi cerca de 30 vezes mais
potente do que alguns farmacos usados na clinica, como a aspirina e o paracetamol’”.
Tabela 2 - Efeito antinociceptivo do Acetato de Etila (AE) e Niga-ichigosideo F1 obtido
de R.. imperialis, no modelo das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético 0,6%

em camundongos, 1.p

Tratamento DIso (mg/kg, 1.p.) DIso (pmol/kg, i.p.) % IM°

AE 6,8(1,8-5,0) - 94,0+ 1,5
Niga-ichigoside F, 3,1 (1,7-5,6)" 4,6 (2,6-8,5) 67,6+1.,8
Aspirina 24,0 (13,0-44,0) 133,0 (73,0 —243,0) 83,0+1,4
Paracetamol 19,0 (16,0 —23,0) 125,0 (104,0-250,0) 88,0+1,0

*Limite de confianga de 95%, com cada grupo representando uma média de 6 animais Valores de

P < 0.05 foram considerados como indicativo de significincia. ®Inibigio Maxima
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Tabela 3 - Efeito antinociceptivo do extrato de Acetato de Etila (AE) e Niga-ichigosideo

F1 obtido de R. imperialis, no modelo da formalina (1° fase), i.p.

Primeira Fase
tratamento DIso (mg/kg, i.p.) DIso (umol/kg , i.p.) % IM°
AE 35,7(18,6 — 68,5)° - 723 £ 2,0
Niga-ichigosideF, 2,6(1,4-4,7) 3,9 (2,1-7,1) 70,4 £ 6,0
éspirina inativo - -
paracetamol inativo - -

*Limite de confianga de 95%, com cada grupo representando uma média de 6 animais Valores de

P < 0.05 foram considerados como indicativo de significncia. *Inibicio Méaxima

Tabela 4- Efeito antinociceptivo do extrato de AE e Niga-ichigosideo F1 obtido de R.

imperialis, no modelo da formalina (2° fase), i.p.

Segunda Fase
Tratamento DIso (mg/kg, i.p.) Dlso (umol/kg, i.p.) % IM"
AE 23.9 (12.5 -45.9)° - 899+ 3.8
Niga-ichigosideo F1 2.7(1.5-4.9) 4.1 (2.3-7.4) 940+ 3.5
Aspirina 22.1(13.9-37.6) 123.0 (77.0-209.0) 88.0 + 3.0
Paracetamol 18.1(13.6-24.3) 120.0 (90.0-161.0) 85.0+ 3.5

Limite de confianga de 95%, com cada grupo répresentando uma média de 6 animais Valores de

P < 0.05 foram considerados como indicativo de significAncia. "Inibigio Maxima
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Um dado relevante foi observado quando se investigou o Ri-3 (4acido 23-hidroxi-
tormentico). Quando analisado no modelo da formalina, este composto apresentou efeito
antinociceptivo moderado somente na segunda fase (inflamatoria), sendo praticamente
inativo na primeira fase (neurogénica) do teste. Comparando estes resultados com Niga-
ichigosideo F1 (tabela 5), observa-se que, embora tenham estruturas semelhantes, o Ri-3
foi muito menos ativo, sugerindo que a unidade glicosidica ¢ um fator importante na agéo
farmacoldgica destes compostos. Outro dado importante pode ser observado quando o 4c.
23-hidroxi-torméntico (Ri-3), é comparado com o 4c. 24-hidroxi-torméntico. O fato do
grupo hidroxila estar no carbono 24, contribui para um aumento do percentual de inibig#o

(tabela 5).

Tabela 5 - Efeito antinociceptivo comparativo entre Ac. 23-OH-torméntico e Niga-

ichigosideo F1 obtido de R. imperialis, no modelo da formalina (10 mg/kg, i.p.)

Tratamento Primeira Fase (% IM)  Segunda Fase (% IM)-
Ac. 24-OH-torméntico 455+ 2,0 54,6 + 5,0
Ac. 23-OH-torméntico 14,4 + 3,0 427+ 4,0
Niga-ichigosideo F; 70,4 + 6,0 94,0 + 3,5
Aspirina ® 173+ 2,0 38,7+ 4,0
Indometacina* 6,6+ 1,0 33,0+ 5,0

Valores de P < 0.05 foram considerados como indicativo de significdncia, com cada
grupo representando uma média de 6 animais

* Macedo et al 1999°% ; § Campos et al, 1997 *°
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Anexo II (Rubus imperialis)
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Figura 31 - Espectro de 'H-RMN do composto Ri-1 em Piridina-ds
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Figura 32 - Espectro de *C-RMN do composto Ri-1 entre 77 ¢ 180 ppm, em Piridina-ds
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Figura 33 - Espectro de *C-RMN do composto Ri-1 entre 14 ¢ 80 ppm, em Piridina-ds



70

Anexo 11 (Rubus imperialis)

I Wo -1y 01s0dwiod op AT 9p 0x03dsy - p¢ vandig




Anexo 11 (Rubus imperialis)

71

- -3
X

S ud

2% ’

[Reii-A

Figura 35 - Espectro de '"H-RMN do composto Ri-2 em piridina-ds



72

Anexo 11 (Rubus imperialis)

Sp-euIpLId Wo g-1Y 03s0duwiod op [dV 2 NINY-D,, o So1oadsy - 9¢ eandig




73

Anexo II (Rubus imperialis)

Sp-gUIpLILJ W9 -y 0150dWo0 0p LAV & NINE-Og, 9P S0103dsq - L€ vandig

TR LY e
BN —

=N ..
uwen -
TREDLE o

. =
—

R -
o -
et -~

SO -

2P -
0 — - g
ALY ~~

g-Lecinadanse Loerig

e —-
[
e

! {
[ 3
Y i

[ o
33
{ ')
& .
-

onR -

oy w

I . N . - . .
: : [P SN SUDU SRS SN S SUGHES DU RUUMU SN SIS VN WEDvoy SRV LR NI B BE S B
b A 4 1 L i g &
n e b . LN : A . ' : LT g . g ;
" ! dd A A A LA 0 AASYS ! AR t e ! p 4] i
PR, By o, i )] SR i TV L it I H
.,, , _

O =
Lo R
o e




74

Anexo Il (Rubus imperialis)

1S ws ¢-1y o1sodwoo op AT 9p onoadsyg

8¢ eansdiy

o000y




75

Anexo I (Rubus imperialis)

p

-euIpraid wio g-py 03s0dwod op NJA-H, 9p 0122dsy - 6¢ ean3iy

§t 2] g 6's §s

[ S W SN SN SN SR NN S | SR T JVON SUUDUP ORI NSNS P S | | ST TS B




76

Anexo I (Rubus imperialis)

sp-eurprid wio ¢-ryy o3sodwod op widd o8] @ < anud L4V ° NINU-D ¢ 9P ondadsy

- O eIn3iy

" 0c

g Alitpiieadaledidi

4

]

2]

SLagiaa

1ia VAL




77

Anexo 11 (Rubus imperialis)

sp-eurprad wo ¢-ry 03soduiod op wdd ¢ 2 1 1S 1V 0 D ¢ ~NIAY 9p onjoadsy

- Tp ean3iy




Metodologia (Sebastiania schottiana)

4.0. CAPITULO IV - Sebastiania schottiana (Euphorbiaceae)
4.1. METODOLOGIA
4.1.1. Material Botinico

As partes aéreas de S. schottiana, foram coletadas no municipio de Apiuna — SC,
sendo identificadas pelo professor Dr. Ademir Reis, do Departamento de Boténica da

UFSC, cuja exsicata esta depositada no Herbarium FLOR (UFSC), sob o nimero 5397.
4.1.2. Andlise Fitoquimica

A partir das partes aéreas, foi preparado um extrato alcodlico mediante maceragéo
com metanol duranté 8 dias e evaporacdo do solvente até a concentragdo desejada. Este
extrato foi denominado de “Extrato Metanélico Bruto”. Posteriormente, este extrato foi
particionado com diferentes solventes de polaridade crescente, como hexano, acetato de
etila.e n-butanol para a obtenc¢do dos respectivos extratos semi-puros. Paralelamente foi
preparado um extrato hidroalcodlico 50/50 (Etanol/Agua). Estes extratos foram
posteriormente testados farmacologicamente. Os extratos Hexano, ¢ Acetato de Etila foram
analisados fitoquimicamente em fun¢do de apresentarem o melhor perfil cromatografico,
em testes preliminares. Nesta etapa foram utilizados métodos cromatograficos como CC
(Cromatografia em Coluna), CCD (Cromatogréﬁa em Camada Delgada) ¢ Cromatografia
Gasosa de Alta Resolugdo (CGAR). No processo de elucidagio estrutural foram

empregados métodos espectroscopicos como Infravermelho (IV), Ressonincia Magnética
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Nuclear de hidrogénio e Carbono-13 (RMN-IH, 13C), e Co-CCD. A figura 42 apresenta os

procedimentos mencionados acima.

(partes adreas)

Secagem e trituragdo
Maceragio em metanol (~8 dias)

METANOLICO
(316 g

Fracionamento com solventes de
polaridade crescente

O -, e TR
ACETATO DE ETILA BUTANOL
(32g) (25,6 g)

SS-1(90 mg)
$S-2 (1,5 g)
§S-3 (18 mg)

CC,CCD

R

COMPOSTOS a
PUROS

SS-4 (15 mg)
§S-5 (80 mg)
$8-6 (60 mg)

Figura 42 - Esquema da analise fitoquimica realizada com as partes aéreas de Sebastiania

schottiana.
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4.1.3. Andlise farmacologica

Os testes farmacolégicos foram realizados pela equipe do Prof. Adair R. S. Santos,

pertencentes ao NIQFAR/CCS/UNIVALL

4.1.3.1. Atividade analgésica

Modelo das contor¢ées abdominais induzidas pelo dcido acético 0,6% em
camundongos: Camundongos “suigos” machos (25-30 g) foram mantidos sob temperatura
controlada (~23°C) e iluminag¢io em ciclo de 12 horas com ragdo e dgua “ad libitum”. A
resposta nociceptiva foi induzida utilizando-se “Teste das contor¢des abdominais” com
acido acético (0,6%, via intraperitoneal), que promove contorgdes seguido de extensdo de
uma das patas posteriores *”-**. Os animais foram pré-tratados com o extrato metanélico (10
mg/kg) ou com os compostos isolados (1-60 mg/kg) vias intraperitoneal, 30- min. e intra -
cérebro ventricular (I.C.V.), 10 min. antes da inje¢fio de acido acético. O grupo controle
recebeu volume semelhante de uma solugéo de NaCl (0,9%, 10 mg/kg). Apos a inje¢do do
4cido acético, os animais foram colocados em cilindros de vidros individuais, € 0 nimero
de contor¢des abdominais foi quantificada cumulativamente durante um periodo de 20
min.. A atividade analgésica foi entdo determinada tomando-se como base a inibi¢do do
namero de contor¢des abdominais dos animais pré-tratados com o extrato ou compostos,

comparados com o numero de contorg¢des abdominais dos animais controle (salina)®*%,
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Dor induzida pela formalina: Camundongos “sui¢os” machos (25-30 g) foram
mantidos sob temperatura controlada (~23°C) e iluminagdo em ciclo de 12 horas com ragfo
¢ agua “ad libitum”. A resposta nociceptiva foi induzida utilizando-se 20 pl. de formalina
(2,5%, s.c.) ou salina, injetados na regido dorsal da pata posterior direita ¢ esquerda do
camundongo. Logo ap6s, iniciou-se a observagio da reagdo a dor, cronometrando-se
durante 30 min.,, o tempo que o animal permanece lambendo ou mordendo a pata,
considerando esse indicativo de dor. Os animais foram pré-tratados com o extrato
hidroacoolico (1-30 mg/kg) ou com os compostos isolados (1-60 mgkg) via
intraperitoneal, 30 min antes. Duas fases de sensibilidade sdo observadas nesse modelo, a
primeira fase (dor neurogénica), aparece nos primeiros 5 min., € a segunda fase (dor
inflamatéria) ocorre entre 15 ¢ 30 min. apds a injecio da formalina, representando a
resposta tonica a dor, acompanhada de uma resposta inflamatdria relacionada a liberagdo de

mediadores quimicos ¥%°.
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4.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1. Andlise quimica

Embora estudos anteriores relativos as agdes bioldgicas e analise fitoquimica
tenham sido reportados, o efeito anaige’sico do extrato e de compostos isolados das partes
aéreas da S. schottiana est3o sendo demonstrados pela primeira vez.

Com o intuito de avaliar este efeito, foi preparado um extrato hidroalcodlico
(EtOH/H,0; 50:50) das partes aéreas da S. schottiana, o qual causou uma significativa
inibi¢do tanto no nimero de contor¢des quanto no tempo em que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata, quando analisados nos modelos de dor do acido acético e da
formalina. Estes promissores efeitos farmacolégicos nos estimularam a re-investigar
fitoquimicamente esta planta, a fim de determinar os constituintes que poderiam estar
relacionados com o efeito indicado. Assim, o extrato metandlico foi sucessivamente
particionado com solventes de polaridade crescente, como hexano, acetato de etila e

butanol, para a obtengo das respectivas fragdes semi-purificadas.

Considerando que os extratos de hexano e acetato de etila foram o que mostraram
melhor perfil cromatografico, quando analisados através de CCD, estes foram selecionados

para posterior fracionamento. Através de CCD e reveladores especificos, constatou-se a

presenca de compostos pertencentes a grupos terpénicos € esteroidais.

O uso de CC permitiu o isolamento de trés compostos denominados: SS-1, SS-2 e SS-3.
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Os compostos SS-1 ¢ SS-2 demostraram manchas de coloracdo semelhantes a compostos
isolados anteriormente nesta espécie, quando revelados com anisaldeido sulftirico. Desta
forma, andlises por co-CCD e CGAR com amostras auténticas em diferentes sistemas de
eluentes, confirmaram que SS-1 consiste em uma mistura de fitoester6is conhecidos como:

Campesterol (a), B-sitosterol (b) e estigmasterol (c¢) (figura 43) e SS-2 a 2-hidroxi-4,6-

74,75

dimetoxi-acetofenona (Xantoxilina), respectivamente
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Figura 43 — Cromatograma da mistura
de fitoesterdis (SS-1)

Com relagdo ao SS-3 podemos observar no espectro de absor¢@io na regido de
infravermelho uma absor¢iio em 3102 cm’, atribuida ao estiramento da hidroxila; em
1637,8 cm’ atribllido ao estiramento da carbonila conjugada ¢ em 15609 cm’
correspondente ao estiramento de C = C (figura 44 anexo III). Quando se analisa o
espectro de "H-RMN, observa-se sinais de dois protons aromaticos; em & 5,98 e 5,91 (dd, J
= 2.3 Hz; H3 e H5); 3 13,9 (s ,OH); & 3,87 (s;OCH; ) e 8 2,61 (s, CH;) (figura 45 anexo
III). Estes dados permitiram concluir que SS-3 trata-se da 2,4-dihidroxi-6-metoxi-

acetofenona e estdo de acordo com aqueles encontrados na literatura 7+ 8% 1%,
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HO OCHj;

(SS-3)
A estrutura do composto (SS-3) foi confirmada por cromatografia gasosa de alta

resolu¢do em compara¢do com uma amostra auténtica (figura 46).

a
—

_

Figura 46 — Cromatograma comparativo do composto 2,4-dihidroxi-6-metoxiacetofenona.

CHRONSYOGRAN  § AEMORIZED

HETHOIS(BY = 45"
w1

(A) e co-injecdo com padrio auténtico (B).
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Da mesma forma, o extrato acetato de etila foi cromatografado em coluna de silica

gel, permitindo o isolamento dos compostos SS-4 , SS-5 ¢ SS-6 .

Quanto ao composto SS-4, o espectro de infravermelho apresenta absorgdes nas
regides de 3330 cm’, atribuida ao estiramento de hidroxila; em 1662 e 1602 cm’ referentes
a estiramentos de carbonila de acido e C=C, respectivamente (figura 47 anexo III).
Analisahdo o espectro de RMN -'H, observa-se sinais caracteristicos na regido de anel
aromatico & 6,93 ¢ 7,5 (dd, J = 8,2 Hz; H-5 e H-6); & 7,55 (d, J = 2,0 Hz; H-2), 6 7,51
(dd, J= 2,0 Hz; H-2 ¢ H-6) (figura 48 anexo III). Além disso, quando se analisa o espectro
de RMN-'3C, observa-se sinais em & 170,5 (C=0); & 151,8 (C-3); e & 146,3 (C-4); quatro
sinais entre 116,0 e 123,9 ppm atribuidos aos quatro carbonos restantes (figura 49 anexo
II). Além disso, o espectro de massa mostra um ion molecular m/z(154) (figura 50 anexo

III). Estes dados permitem concluir que SS-4 corresponde ao acido protocatético ou acido

(SS-4)

‘Em relagdo aos compostos SS-5 e SS-6, os espectros de IV revelaram absor¢des
atribuidas aos estiramentos das hidroxilas fenélica em 3381 e 3271 cm’; abéorg:ﬁes em
1708 e 1613, referentes ao estiramento de C=C do anel aromatico ¢ bandas em 1757 e
1868, correspondente ao estiramento da carbonila conjugada, respectivamente (figuras 51

e 54 anexo III).
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A anilise dos espectros de "H-RMN mostram dois sinais caracteristicos de prétons
aromaticos 6 6,26 € 6,52 (de d, J=2,0 Hz; H-6 ¢ H-8) dos anéis A, respectivamente e trés
sinais 8 7,0 e 7,7 (dd, J = 8,5 Hz; H-5’ e H-6’ ) € 6 7,8 (dd, J = 2,1Hz; H-2")dos anéis C.

Por outro lado, nota-se um sinal 6‘6,5 (s, H-3) em SS-5 o qual ndo aparece em SS-6
(figuras 52 e 55 anexo III). Quando se analisa os espectros de "*C-RMN, observa-se outra
clara distingéo entre os C-3 ¢ C-4, com sinaisveni 5 104 e 183 ppm para SS-5, e sinais em &
136,7 € 176,5 para SS-6 (tabela 6 e figuras 53, 56 do anexo III). Todos estes sinais estdo

102,103

de acordo com dados descritos na literatura e nos permite concluir que SS-5 ¢ SS-6

correspondem aos flavondides luteolina e quercetina , respectivamente.

Cabev destacar que os compostos SS-3 e SS-6 foram isolados pela primeira vez
nesta espécie e que o composto SS-3 vem sendo alvo de estudos por outros. centros de
pesquisa com resultados extremamente importantes no que se refere as agdes antifiingica,
antioxidante e éonﬁa determinados tipos de cancer'® "%, E relevante salientar as diferencas
existentes entre as diférentes partes desta planta, uma vez que estudos anteriores realizados
com as raizes nio evidenciaram a presenga de flavonoides. Além disso, foi encontrado

apenas tragos da xantoxilina nas raizes (componente majoritario nas partes aéreas)” .
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Tabela 6: Comparacio dos dados de *C-RMN da Quercetina e Luteolina com valores

descritos na literatura (AGRAWAL, 1989)"%.

C Quercetina Luteolina Quercetina (Literatura) Luteolina (Literatura)

2 148,28 164,96 147,5 164,50

3 136,70 104,25 136,50 103,30

4 176,52 189,05 176,5 " 182,20

5 162,27 163,05 161,00 157,5-161,0°
-6 99,09 99,66 995 99,20

7 164,82 165,10 166,0 164,70

8 94,39 94,71 94,50 94,20

9 156,50 | 158,79 156,70 156,2-161,4°

10 104,08 104,25 104,00 104,20

1’ 121,39 120,12 123,00 119,30

2> 115,69 114,07 116,00 113,80

3’ 14577 146,03 145,70 146,20

4 14828 150,09 148,10 150,10

5 116,15 116,59 116,50 116,40

6 123,71 123,75 121,00 122,10

- * = Faixas de valores atribuidos para os diferentes exemplos na literatura.
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4.2.2 Andlise farmacologica

Analisando-se a figura 57 observa-se que o Extrato Hidroalcodlico causou um
efeito dose-dependente com inibigdo maxima de 81 £ 5% e Dlsy de 6,32 (5,4-7,3) mg/kg,
no modelo do acido acético. Da mesma forma, a figura 58 mostra que o EH causou
também significante ag3io analgésica quando analisado no modelo da formalina,
apresentando IM de 45 £ 4 e 93 + 5% e uma DI, > 30 € 5,8 (4,4-7.,8) mg/kg para ambas

as fases de dor, respectivamente.

25+

Numero de Contorgbes

o ) 3 10 20

Extrato hidroalcodiico (mglkg, i.p.)

Figura 57 - Curva dose-resposta inibitéria do EH no modelo de dor induzida pelo acido

acético 0,6%, i.p. .

z
o
s I - 1
é o T
P 37.5+ = 100- o
o T
E *k
2 .
*%
0.0+ "
C 3 10 30 o C 3 10 30
Extrato Hidroalcoélico (mgikg, i.p.) Extrato Hidroaicoélico (mg/kg, L.p.)

Figura 58 — Curva dose-resposta inibitoria do EH no modelo de dor induzida pela

formalina
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Os flavonéides, por serem compostos fendlicos, agem como potentes antioxidantes
e formam quelatos com os metais. Eles agem contra virus, bactérias, fungos ¢ na
alimentagdo, reprodug¢do e desenvolvimento animal. Podem também interferir na
germinacdo de sementes e reproducdo de mudas''’. Devido a importincia e a
potencialidade quimica dos flavondides, evidencia-se a necessidade da intensificag@o das
investiga¢des principalmente sobre efeitos biologicos destas substéncias.

Correlacionando estes fatores com o razoavel rendimento obtido para a lit€olina, a
mesma foi submetida a testes farmacolégicos para avaliar sua possivel acdo analgésica.
Assim, quando analisada no teste das contor¢des abdominais, apresentou uma Dlsy de 13

mg/kg, i.p. e uma inibi¢io maxima (IM) de 87 + 7 %, respectivamente (figura 59).

*x

) i

c 3 10 30 60
Luteolina (mg/kg, i.p.)

Figura 59 — Curva dose-resposta inibitéria da luteolina no modelo de contorgdes

abdominais induzidas pelo 4cido acético 0,6% i.p.
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Da mesma forma, quando analisado no modelo de dor induzido pela formalina, a
luteolina apresentou um efeito bastante pronunciado. Como pode ser observado na
figura 60, a luteolina foi mais efetiva na segunda fase de dor, com inibigdes maxima de

75+1e79+3% eDlsde 14,2 ¢ 7,5 mg/kg para 1* e 2* fases da dor, respectivamente.

z o
2
s > Bl
(4 o
e 257 80-1 o
T —
g -
E & £
l- l I |
0 0-
(o] 3 10 30 c 3 10 30
luteolina {mg/kg, i.p.) luteotina (mglkg, i.p.)

Figura 60 — Curva dose-resposta inibitoria da luteolina no modelo de dor induzidas pela

formalina, i.p., em relagdo a 1° e 2° fases de dor.

Foi observado também um perfil muito interessante quando a 1uteplina foi analisada
pela via intra-cerebro-ventricular (I.C.V.), a qual sugere o possivel nivel de atuag@o
(periférico ou central) do composto administrado. Como pode ser observado nas figuras.61
e 62, em ambos modelos de dor (4cido acético e formalina), a luteolina causou significante
agdo analgésica, com DIsp de 11,25 pg/5pl e inibicdo méaxima de 74 + 2% para dor
induzida pelo acido acético e Dlsb de 8,9 pg/5ul e 9,0 pg/5ul com inibigdes maxima de

83 + 3% e 89 + 2% para 1° e 2* fase de dor, respectivamente.
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Namero de contorgdes

Cc 3 10 30

Luteolina (ng/5ul, i.c.v.)

Figura 61 — Curva dose-resposta inibitoria da luteolina no modelo de contor¢des

abdominais induzidas pelo acido acético 0,6%, i.c.v.
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™ ¢ 1 3 10 30 = "¢ 1 3 10 30

Luteolina (pg/5ul, i.c.v.) Luteolina (ng/5ul, i.c.v.)

Figura 62 — Curva dose-resposta inibitdria da luteolina no modelo de dor induzidas pela

formalina, i.c.v. emrelagdo a 1° e 2* fases de dor.
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E importante notar que, independente da via de administragdo ou modelo de dor, ha
uma grande similaridade tanto na poténcia quanto na eficicia da luteolina, em comparagfo
com o extrato hidroalcodlico. Isto sugere que, pelo menos em parte, a luteolina é
responsavel pelo efeito analgésico apresentado pelo extrato hidroalcoélico, atuando a nivel
de siste_ma nervoso central. Outro fato interessante é que tanto o EH como a luteolina sdo
mais potentes do que a aspirina e paracetamol, dois medicamentos usados na clinica

(tabelas 7 e 8).

Tabela 7 - Efeito antinociceptivo comparativo entre o EH, luteolina, aspirina e
paracetamol no modelo contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético 0,6% em

camundongos, 1.p..

Tratamento DIsy (mg/kg, i.p.) DIso (nmol/kg, i.p.) IM (%)"
EH 6,3 (5,4 -17,3) NC 81,0+5
Luteolina 13,0 (7,0 - 5,6) ver 87,0 +7
Aspirina 24,0 (13,0 - 44,0) 133,0 (73,0 —243,0) 83,0 + 1,4
Paracetamol 19,0 (16,0-23,0)  125,0 (104,0 —250,0) 88,0+ 1,0

?95% Limite de confianga, sendo que cada grupo representa uma média de 6 animais.
Valores de P < 0.05 foram considerados indicativos de significancia. "Inibigio Maxima

NC = Nio Calculada
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Tabela 8 - Efeito antinociceptivo comparativo entre o EH, luteolina, aspirina e

paracetamol no modelo da formalina, i.p..

Tratamento DlIso DIso M (%)b
(mg/kg, i.p.) (umol/kg , i.p.)
35,7 (18,6 — 68,5) NC! 45,0 + 4,0
EH 5.8 (4,4-78) NC? 93,0 + 5,0°
Luteolina 14,0 (11,6 — 16,8)" 49,6 (40,5 — 58,7)" 79,0 + 1!
7,5 (5,5 — 10,2) .26,2 (19,2 - 35,6) 81,0 + 3,0°
Aspirina Inativa' NC! NC!
22,1 (13,9-37,6)* 123,0 (77,0 —209,0)* 88,0 +3,0°
Paracetamol Inativa' NcC! NC!
18,1 (13,6 - 243>  120,0 (90,0 -161,0)* 85,0 +3,5>
' 12 fase
2. 22 fase
?95% Limite de  confianga, sendo que cada grupo representa uma média de 6 animais.

Valores de P < 0.05 foram considerados indicativos de significanciaz thiﬁi@;ﬁb’ Mixima

NC = Nio Calculada
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ANEXO III
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Anexo III (Sebastiania schottiana)
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Anexo 111 (Sebastiania schottiana)
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Anexo I (Sebastiania schottiana)
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Anexo III (Sebastiania schottiana)
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Anexo 11 (Sebastiania schottiana)
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Figura 51 - Espectro de IV do composto SS -5 em KBr
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Anexo 11l (Sebastiania schottiana)

9p-BUOJO0E W g-§§ 01s0dwiod op NIAY-H;, 9 01}03dsH - 7§ edndiy

RLT P TI




103

Anexo III (Sebastiania schottiana)

9p-euojaoe we ‘widd 061 2 06 NS §-§§ 03s0dWI00 Op NIy, 5P onoadsy - € vangig

| se sy sy

¢ L LA

ités
L] (1] WM- 3] [ 14 L 1 2] ast 554 a3 [ 1] ael se an 1 1

—_—— e .

wde o B . hen e - B P SEaU i A _ r




Anexo 111 (Sebastiania schottiana)

104

m—-1014.48

1187.78
1196.42

1204.64
1318.14

=—-15620.17

==-1813.45
1058.13

2358.0%

3.0

150~
100+

Figura 54 - Espectro de IV do composto SS -6 em KBr



105

Anexo 111 (Sebastiania schottiana)
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1.514 (3)

N1—C6 1.441 (3) C7—C8

N2—Cl1 1.350 (3) .
O1—NI1—02 121.5(2) N2—C7—C8 113.8 (2)
Cl1—N2—C7 123.9(2) F1—C11—C10 118.7 (3)
C2—C1—-C6 115.3(2) Clo—Cl1i—Ci2 122.6 (2)
C1—C2—C3 1223 (2) C11—C12—C13 118.4 (2)
C1—C6—C5 122.0(2) -

O1—NI1—C6—C5 3.9(3) C2—C3—C4—Cl1 —178.2(2)
C7—N2—C1—C2 —-340) N2—C7—C8—C9 —146.7 (2)
C1—N2—C7—C8 739 (2) F1—C11—C12—C13 178.9 (2)

Table 2. Hydrogen-bonding geometry (/i, °)

D—H---A D—H H--A D-A D—H.-A
N2—HN- - -02 0.79 (2) 2.03(2) 2.624 (2) 132 (2)
N2—HN- - .02 0.79 (2) 2.49 (2) 3.048 (3) 129 (2)
Symmetry code: (i) 1 —x,1—y,1 —z

H atoms, except for the amino H atom, were placed geomet-
rically 0.95 A from their parent atoms and a riding model was
used with U(H) = 1.3U(C). The amino H atom was taken
from a difference Fourier map and was refined isotropically.

Data collection: CAD-4 EXPRESS (Enraf-Nonius, 1990).
Cell refinement: CAD-4 EXPRESS. Data reduction: MolEN
(Fair, 1990). Program(s) used to solve structure: MolEN. Pro-
gram(s) used to refine structure: MolEN. Molecular graphics:
ORTEPII (Johnson, 1976) in MolEN. Software used to pre-
pare material for publication: MolEN. Hydrogen bonds were
calculated with PARST (Nardelli, 1995).

The authors acknowledge the purchase of the CAD-4
diffractometer under Grant DPT/TBAG1 of the Scien-
tific and Technical Research Council of Turkey.

Supplementary data for this paper are available from the IUCr
electronic archives (Reference: FR1168). Services for accessing these
data are described at the back of the journal.
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Abstract

The structure of a new 14:15-seco-15-norpregnane
derivative, 3’-14-epoxy-4’,15-dioxaandrost-5-en-33-yl
acetate, CypH3¢Os, isolated from the ethyl acetate ex-
tract of Mandevilla illustris (Apocynaceae), is described.
Its chemical substructure contains an unusual 1-methyl-
2,59-trioxatricyclo[4.2.1.0%"Inonane moiety. Features of
the packing include an intermolecular C—H: - -O contact
(C19—H. - -05) of 3.230 (7) A.

Comment

Mandevilla velutina and M. illustris (Apocynaceae) are
native Brazilian plants, and infusions or alcoholic ex-
tracts of their rhizomes are used in popular medicines
as anti-inflammatory agents and in the treatment of
snakebites. Extracts and different compounds from these
plants have been shown to antagonize bradykinin-
induced muscle contraction and to have potent inflam-
matory activity (Calixto et al., 1985; 1987; Calixto,
Nicolau, Pizzolatti & Yunes, 1988; Calixto, Nicolau
& Yunes, 1988; Calixto et al., 1991). We have pre-
viously isolated from M. velutina, a compound with
a novel pregnane structure, which was named veluti-
nol A and which showed bradykinin antagonist ac-
tivity (Yunes, Pizzolatti er al., 1993); the structure of
velutinol A was confirmed in a previous report (Bento
et al., 1996). The isolation from M. illustris of a
compound named illustrol, (I), with a closely related
14:15-seco-15-norpregnane structure, was subsequently
reported (Yunes, Brum et al., 1993). Although alcoholic
extracts of M. illustris antagomze bradykinin, illustrol
was shown to be inactive in isolated rat uterus and iso-
lated guinea pig ileum bradykinin-induced muscle con-
traction assays (Yunes, Brum et al., 1993). .
In this study, we report the crystal structure of the.
acetylated derivative of illustrol, (II), a new natural
compound isolated from M. illustris, to define clearly
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C21

C2H300s

Fig. 1. A ZORTEP (Zsolnai et al., 1996) drawing of the molecular structure of (II). Displacement ellipsoids are drawn at the 50% probability

- level and H atoms are shown as spheres of an arbitrary radius.

the isomer, (II) or (IV), to which this compound
corresponds, and to determine the molecular structure
of the unusual 1-methyl-2,5,9-trioxatricyclo[4.2.1.0%7]-
nonane moiety assigned from one- and two-dimensional
NMR spectroscopy (Yunes, Brum ez al., 1993). We
have found no examples of this tricyclic system in the
Cambridge Structural Database (1997).

() R=H
(II) R = CH;CO

HoH
L 0

.~‘O‘ .

O H

(1ID)

A ZORTEP (Zsolnai et al., 1996) illustration of the
molecular structure of (II) is shown in Fig. 1 and
selected bond distances and angles are given in Table 1.
Based on the known absolute stereochemistry at six of
the chiral centres shown in (II) (Yunes, Brum et al.,
1993), the present crystal structure defines the absolute
stereochemistry at the other three chiral centres, and
it is clear that the molecular structure corresponds to
isomer (III). The C5—C6 distance of 1.327 (6)A is
consistent with a C=C double bond. The C5—C6—
C7 bond angle of 125.2 (4)° confirms the sp? character
of C6. The tricyclo rings show several distortions in
bond distances and angles. Within the cage, the C—C

How
Keg 0
O H

(Iv)

lengths vary from 1.503 (7) to 1.539 (7)A and the C—
C—C angles lie in the range 91.1(3)-104.6(4)°. As
a consequence, the bond angles involving atoms C13
and C14 also show distortions. These distortions would

-presumably contribute to the potentlal instability of the
~molecule.

Cremer & Pople (1975) pimkering parameters show
that ring A (C1-C5, C10) is in a chair conformation
[Q = 0.556(5) A, 6 = 9.5(5) and p = 213 (3)°], ring
B (C5—C9) is in a half-chair, distorted towards a half-
boat conformation [Q = 0.455(4) A, 6 = 53.2(5) and

= 78.6(7)°] and ring C (C8, C9, C11-Cl14) is in a
chalr conformation [Q = 0.558 (S)A 8 = 4.3(5) and
@ = 184(7)°]. Ring D (C13, Cl14, 03, C19, Cl6)
adopts an envelope conformation with C13 endo [q; =
0.561 (5) A and w2 = 65.9(5)°], ring E (C13, C14, 02,
C15, C16) is in an envelope conformation with C13 in
the ﬂap position [¢g2 = 0.562 (5) and P = 66.7 (5)°]
and ring F (C15, O1, C20, C19, C16) is in an envelope
conformation with C16 exo [¢g; = 0.416(5) and ¢, =
66.8(7)°].

The intermolecular packing
C—H---O interaction (Desiraju, 1996) [C19-- .05
3.230(7), H19- --05' 2.33(6) A and C19—H19- -- O5
155 (5)°; symmetry code: (i) x—1, 1 +y, z]. Examina-
tion of the structure with PLATON (Spek, 1990) showed
that there were no solvent-accessible voids in the crystal
lattice.

is stabilized by a

Experimental

The ethyl acetate extract was prepared as described previously
by Yunes, Brum et al. (1993). This extract (40 g) was filtered
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Coumarin compounds in Ammi majus L. callus cultures

H. Ekiert' and E. Gombtka2

Callus cultures of Ammi majus L. (bishop’s weed), Apiaceae, were maintained on variants of Linsmaier-Skoog’s (L-S)
medium differing in the content of the phytohormones, a-naphthaleneacetic acid (NAA) and 6-benzylaminopurine (BAP)
(0.1-10.0 mg/). The increments of callus tissue fresh weight showed considerable differences (1.4 bis 4.4-fold) during 4-
week subcultures on the media tested. HPLC analysis revealed the presence of six compounds in the extracts of callus
tissues, which are known metabolites in plants growing under natural conditions: the linear furanocoumarins psoralen,
bergapten, xanthotoxin, isopimpinellin, imperatorin and their precursor umbelliferone. The total contents of coumarin
compounds under examination showed marked differences dependent on the phytohormone concentrations in the medium.
They ranged from 40.95 to 871.05 mg/100 g of dry weight. Imperatorin was the metabolite dominating among the furano-
coumarins in calli from almost all tested variants of L-S medium (maximum content of 169.27 mg/100 g). Callus tissue
cultured on one of the variants (0.1 mg/l NAA, 0.1 mg/l BAP) yielded in high content of xanthotoxin (145.33 mg/100 g).
On the majority of media, umbelliferone was also accumulated at high quantities (maximum content of 536.29 mg/100g).
The medium containing 0.1 mg/l NAA and 0.1 mg/l BAP was the best for the accumulation of analysed coumarins. This
medium favoured the formation of embryogenic callus. Xanthotoxin also dominated quantitatively among the furanocou-
marins in the tested vegetative organs and fruits of the plant grown under natural conditions (leaves: 26.10 mg, roots:
5.55 mg, fruits: 3010.41 mg/100 g). Maximum contents of this metabolite in in vitro culture were many times higher than
those found in vegetative plant organs but manifold lower than in fruits. On the other hand, maximum contents of imper-
atorin obtained in in vitro culture were many times higher in comparison with those detected in vegetative organs and
fruits (leaves: 14.10 mg, roots: 3.30 mg, fruits: 94.70 mg/100 g of dry weight.).

The A. majus L. callus culture, established in the course of the present experiments, can be considered a valuable model
for studies of the biosythesis of coumarin compounds, and a potential source of the psoralen 8-alkoxy derivatives imper-

atorin and xanthotoxin and their precursor umbelliferone.

1. Introduction

Ammi majus L., bishop’s weed (Apiaceae) is a species
growing mainly in the Mediterranean Basin. In Poland
and other countries of Central and Eastern Europe, this
species does not grow under natural conditions, though
there have been attempts to grow it experimentally. In
temperate climates, the fruits do not ripen in cooler and
less sunny years. The plants are also frequently attacked
by pathogens. A. majus L. fruits are considered the richest
natural source of linear furanocoumarins, namely psoralen
derivatives. The fruits of various origin were shown to
contain about 20 compounds belonging to the aforemen-
tioned group [1-3]. Only a few reports demonstrated in
the species under examination the occurrence of other sec-
ondary metabolites, mainly, coumarins, angular furanocou-
marins, flavonoids [1, 2].

Among the linear furanocoumarins present in A. majus L.
fruits, xanthotoxin, bergapten, isopimpinellin and impera-
torin are the most important, in terms of their therapeutic
potential. These furanocoumarins, psoralen derivatives, ex-
hibit photosensitising and antiproliferative actions [4]. A.
majus L. fruits are the basis for manufacturing most of the
preparations used in dermatology (e.g. Meladinine® (Pro-
medica), Oxsoralen®, Geralen® (Gerot), Psoraderm®-5
(Pharmacal)). Furanocoumarins can also act as calcium
channel blockers [5]. For the aforementioned reasons, they
were chosen as research object in this study.

A. majus L. was the research object for biotechnological
studies aimed at both, the development of micropropaga-
tion methods [6—8] and the assessment of coumarin com-
pounds production either endogenously [9] or stimulated
by biotic and abiotic elicitors [10, 11]. Studies on determi-
nation of biosynthetic pathways of linear furanocoumarins
were performed, too [12—14]. Recently, an attempt of its
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genetic transformation has been undertaken using Agro-
bacterium rhizogenes to enhance furanocoumarin produc-
tion [15]. Studies on furanocoumarin accumulation in in
vitro cultures of this species were performed in our labora-
tory as early as in the eighties [9, 16]. The present study
was conducted on callus cultures characterised by a higher
furanocoumarin production capacity derived from another
parent material. This paper analyses the effect of the phy-
tohormone concentration on the content.of these metabo-
lites in in vitro cultures. The results of HPLC analysis of
extracts from tissues cultured on different variants of the
medium as well as of extracts from vegetative parts and
fruits of plants grown under natural conditions, used for
comparison, are presented below.

2. Investigations, results and discussion

A. majus L. callus tissue was derived from hypocotyl parts
of sterile seedlings. Linsmaier-Skoog’s medium (L-S) [17]
containing 2 mg/l NAA and 2 mg/l BAP proved valuable
for both callus initiation and supporting tissue growth.
These results are in agreement with our previous experi-
ments on callus cultures of Anethum graveolens L. (un-
published) and Pastinaca sativa L. [18], and Ruta grave-
olens L. shoot cultures [19]. They are also similar to our
findings on previously established A. majus L. cultures
[9, 16]. On the other hand, for the initiation of cultures of
this species, Purohit et al. [8] and Krélicka et al. [10] pro-
posed Murashige-Skoog’s [20] medium that is richer in
vitamins than L-§ medium. Purohit at al. [8] proposed
also other phytohormone composition, a-indoleacetic acid
(IAA) and kinetin.

In the present study, we observed a 1.4 bis 4.4-fold in-
crease in callus fresh mass during a culture period of 4
weeks on the tested variants of L-S medium. These data
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Table 3: Effect of the hydroalcoholic extract of S. schottiana
given either intraperitoneally or orally, on capsaicin-
induced neurogenic pain in mice

HE Dose Licking (s)
(mg/kg)
Intraperitoneal Dose  Oral
(mg/kg)
0 426=£18 0 434 +38
3 347+£50 25 351 %15
10 21.8 £ 2.6%% 50 312 & 33*
30 9.7 £ 2.7%% 100 29.8 + 1.7**
100 6.2 £ 2.6%* — —
s IDsy 13.3 (11.4-15.6) ND
Maximum 85.0 £ 6.0 31.0£ 40

Inhibition (%)

Each group represents mean + sem of 8 to 10 animals. *p < 0.05; **p < 0.01 when
compared with respective control values (ANOVA). ® (mg/kg) with 95% confidence
limits. ND: Not determined

nociceptive effect on neurogenic pain, this extract also
showed strong activity when administered intraperitone-
ally, with IDsg (mg/kg) of 13.3 (11.4-15.6), but to a
lesser extent than when given orally (IDs; > 100 mg/kg
(Table 3)).

These results suggest that S. schottiana produces different
constituents which may interfere with some mediators in-
volved in both neurogenic and inflammatory pain re-
sponses. They seem to be poorly absorbed through the
gastrointestinal tract. Further investigations are necessary
to determine the mechanism of the antinociceptive effects
of this extract and of the components of this plant.

Since we previously showed that two triterpenes from the
roots of this plant, moretenone and glutinol, exhibited
antinociceptive effects in mice [6], we evaluated using
TLC whether these compounds are present in the aerial
parts of S. schottiana. The results indicated that both com-
pounds are also produced by the aerial parts of the plant.
For this reason, we partitioned the hydroalcoholic extract
to obtain three distinct fractions: hexane, ethyl acetate,
and butanol. They were then analysed in writhing test at
10 mg/kg, intraperitoneally, causing inhibitions of 75 % 6,
59+7 and 95 2%, respectively. This suggests that
other polar components, besides triterpenes previously de-
tected in this plant [6], exert antinociceptive effects in
mice.

In summary, the results reported in this study show that
the hydroalcoholic extract obtained from the aerial parts
of S. schottiana exhibits pronounced antinociceptive ef-
fects in the experimental models used. Our studies con-
firm the antinociceptive activity of §. schottiana and sup-
port, at least partially, its use in folk medicine for the
treatment of dolorous processes. Phytochemical and phar-
macological investigations are currently being carried out
to determnine other active compound(s) present in this part
of the plant as well as to elucidate the mechanism(s) of
antinociceptive action.

3. Experimental
3.1. Plant material

Leaves and stems of S. schottiana were collected in Apiilna in the State of
Santa Catarina, Brazil, in September 1997 and classified by Dr. Ademir
Reis (Departamento de Botdnica, Universidade Federal de ‘Santa Catarina).
A voucher was deposited in the Herbarium FILOR (UFSC) under number
5397. .

3.2. Extract preparation

Dried aerial parts of S. schortiana (1.6 kg) were powdered and macerated
with EtOH/H,O (50/50) at room temperature for seven days. The extract
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was then concentrated under reduced pressure to the desired volume and
stored at —20 °C. The resulting extract was dissolved in 0.9% NaCl solu-
tion to the desired concentration just before use.

3.3. Pharmacological analysis
3.3.1. Writhing test in mice

Abdominal constriction induced by intraperitoneal injection of acetic acid
(0.6%) was carried out according to the procedures described previously
[9, 13] with minor modifications. Animals were pretreated with the ex-
tracts (3—-30 mg/kg) or orally (50-400 mg/kg) 30 or 60 min before the
acetic acid injection. Control animals received a similar volume of 0.9%
NaCl (10 ml/kg, i.p.). All experiments were carried out at 23 £+ 2 °C.
After the challenge, pairs of mice were placed in separate boxes and the
number of abdominal constrictions of the abdominal muscles together with
stretching, were cumulatively counted over a period of 20 mim. Antinoci-
ceptive activity was expressed as the reduction of the number of abdom-
inal contractions between control animals and mice pretreated with extracts
studied.

3.3.2. Formalin-induced pain test

The procedure used was essentially similar to that previously described
{14, 15]. The animals were acclimatized to the laboratory for at least 24 h.
Animals from the same strain were slightly anesthetized with diethyl ether,
except when used to analyze the first phase of formalin-induced pain, and
20 ul of 2.5% of 0.92% formaldehyde made up of PBS (phosphate buf-
fered solution, containing NaCl 137 mM: KCl 2.7 mM and phosphate buf-
fer 10 mM), was injected subcutaneally under the plantar surface of the
left hindpaw using a Hamilton syringe. The animals were treated with nor-
mal saline (10 ml/kg. i.p.) or with hydroalcoholic extract (3-30 mg/kg,
ip.) or (40-400 mg/kg, v.0.) obtained from S. schortiana 60 min before
formalin injection. After intraplantar irritant application, the animals were
immediately placed into a glass cylinder (20 cm diameter). The time spent
by animals licking or biting the injected paw was timed with a chron-
ometer and was considered indicative of pain. Two mice (control and tre-
ated) were simultaneously observed from O up to 30 mins following forma-
lin injection. The initial nociceptive scores normally peaked 5 min after
(first phase, representing the neurogenic pain), and 15~30 min after forma-
lin injection (second phase, representing the inflammatory pain).

3.3.3. Capsaicin-induced pain test

The procedure used was similar to that described previously [16]. The
animals were placed individually in transparent glass cylinders. Following
the adaptation period, 20 pl of capsaicin (1.6 ug/paw) was injected under
the skin of the plantar surface of the right hindpaw, using a microsyringe.
The animals were observed individually for 5 min following capsaicin
injection. The amount of time spent licking the injected paw was timed
with a chronometer and was considered as indicative of nociception. The
animals were treated with the hydroalcoholic extract (10 mg/kg, i. p.) or
saline (10 mb/kg, i.p.) or (25-100 mg/kg, v.0.), 1 hour before administra-
tion of capsaicin. Control animals received a similar volume of 0.9% NaCl
(10 mlkg, i.p.).

3.4. Statistical analysis

The results are presented as mean = s.e.m, except the mean IDs, values
(i.e., the dose of drugs or compounds reducing the antinociceptive re-
sponses by 50% relative to control value) which are reported as geometric
means accompanied by their respective 95% confidence limits. The statisti-
cal significance among groups was first analyzed by ANOVA, followed by
Dunnett’s multiple comparison test to check significance between groups.
P-values of less than 0.05 were considered significant. The IDso values
were determined by graphical interpolation from individual experiments.
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financial support.
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Antinociceptive activity of a hydroalcoholic extract obtained from aerial
parts of Sebastiania schottiana (Euphorbiaceae)

R. Luzzi', C. ScHeipT', J. F. Roos’, V. CecHINEL FiLHO', A. R. S. SanTos?, J. B. Cauixto?, R. A. Yunes® and R. Nigro -3

This study analyzed the antinociceptive effects of a hydroalcoholic extract obtained from the aerial parts of Sebastiania
schottiana, a Brazilian medicinal plant used to treat various painful diseases. For this purpose, the writhing test, capsaicin
and formalin induced-pain in mice were used. The results showed that the hydroalcoholic extract exhibited considerable

antinociception in all the models studied, being more potent than aspirin.

1. Introdution

The genus Sebastiania consists of a group of plants which
are used in several parts of the Brazil and South America
to treat different diseases, especially as a remedy for kid-
ney bladder calculi and dolorous process [1,2]. Biological
studies have confirmed that these plants produce active
principles which exert antispasmodic, fungicidal and fun-
giostatic {3, 4] activities. S. schottiana (Euphorbiaceae)
grows abundantly in the South of Brazil, being known as
“sarandi negro”, “branquicho” or “branquilho”[5]. No re-
ports have been found regarding antinociceptive properties
of extracts and compounds of the aerial parts, although we
have previously shown the presence of triterpenes with
this activity from roots [6].

The aim of our research group is to discover naturally
occurring active constituents and in recent years many
plants which grow in our region have been investigated.
Some of them have shown promising pharmacological re-
sults in vitro or in vivo [7-12]. As part of our continuing
research in this field and based on the scarcity of studies
about its pharmacological properties, we initially prepared
a hydroalcoholic extract from the aerial parts of S. schotti-
ana, and evaluate it as antinociceptive in mice.

2. Investigations, results and discussion

Considering that a hydroalcoholic extract of the aerial
parts of this plant inhibit acetic acid induced abdominal
constrictions in mice we studied its activity in two other
models using formalin and capsaicin. Aspirin as reference
drug was included for comparison.

In the writhing test, the hydroalcoholic extract, when gi-
ven intraperitoneally, caused graded and dose-dependent
inhibition of abdominal constrictions, with IDsy (mg/kg)
of 6.3 (5.4-7.3). It was about 3 times more potent than
aspirin a standard clinically used drug (Table 1). Orally,
this extract also exhibited activity, but to a lesser extent,
with a maximal inhibition of 39% at 400 mg/kg. When
analysed against formalin induced pain, a useful technique
for obtaining neurogenic and inflammation continuous
pain {13-15], the hydroalcoholic extract, administred in-
traperitoneally, displayed significant and dose-related anti-
nociceptive effects against both phases of pain. However,
it was more pronounced in the second phase with IDsg
(mg/kg) of 5.8 (4.4-7.8), being 4 times more potent than
aspirin (Table 2). Given orally, the hydroalcoholic extract
showed just weak activity against the first phase of the
formalin induced-pain, but considerably inhibited the in-
flammatory phase, with IDsy (mg/kg) of 132.8 (106—
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Table 1: Effect of the hydroalcoholic extract of S. schottiana
given either intraperitoneally or orally, against
acetic acid-induced abdominal constriction in mice

HE Dose Number of abdominal constrictions
(mg/kg)
intraperitoneally Dose orally
(mg/kg)

0 443 + 2.1 0 472 +4.1

3 27.5 & 3.4%* 50 443 +35
10 11.5 £+ 4.9%* 100  31.7 &£ 3.3*%*
30 8.3 £ 2.1** 200 30.57 £ 4.9%*

— 400 29.0 £ 5.0%*
6.3 (5.4-7.3)
81.0 £5.0

2 IDsg
Maximal
inhibition (%)
Aspirin (* IDsg)

39.0 £11.0

24 (13.1-43.8) 50-
300

109 (93-127)

Each group represents mean + sem of 8 to 10 animals. **p < 0.01 when compared
with respective control values (ANOVA). * (mg/kg) with 95% confidence limits

Table 2: Effect of hydroalcoholic extract of S. schottiana gi-
ven either intraperitoneally or orally against the
first phase (0-5min) or against the second phase
(15-30 min) in the formalin test in mice

HE Dose Licking (s)
(mg/ke)
0-5 min 15-30 min
Intraperitoneally 0 65.7 £5.1 171.0 £ 21.1
3 474 £ 5.6 1044 + 14.1%
10 36.0 + 2.6™ 429 + 10.4%*
30 41.0 + 4.6 12.2 & 7.6%*
2 IDsg ND 5.8 (4.4-7.8)
Maximal Inhibition 370 £ 7.0 930+ 5.0
(%)
Aspirin (IDsp) inactive 18.1 (13.6-24.3)
Oral 0 643 £ 25 1290+ 74
50 59.4 £ 3.6 1224 + 10.5
100 55.1 £ 3.6 81.1 £ 14.9*
200 574 £ 43 33.0 &+ 6.8%*
400 505 +45 492 + 3.4**
2 IDsg ND 132.8 (106-165.4)
Maximal Inhibition 21.0£ 70 740 £ 5.0
(%)

Aspirin (2 IDsg) Inactive 282 (243-328)

Each group represents mean + sem of 8 to 10 animals. *p < 0.05, **p < 0.01 when
compared with respective control values (ANOVA). * (mg/kg) with 95% confidence
limits. ND: not determined

165.4). It was about 2 times more potent than the refer-
ence drug (Table 2). When tested on capsaicin induced-
pain [16], a model which provides evidence of the anti-
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over silica gel using hexane and dichloromethane as solvents.
Removal of these solvents gave 0.9 and 14 g of the respective
fractions. The latter fraction (14 g) was then submitted to
repeated column chromatography on silica gel (120 g) with
a hexane/acetone gradient, giving compound (ID) (80 mg).
Crystals of (II) were obtained by recrystallization from a

hexane/acetone (4:1) solution.

Crystal data

C22H3005
M, = 374.46
Orthorhombic
P2,212, .
a =8.144(2) A
= 10.004 (2) A
c = 24.101 (5) A
= 1963.6 (7) A’
Z 4
D, = 1267 Mg m™
D,, not measured

Data collection

Nonius CAD-4 diffractom-
eter
w/26 scans
Absorption correction: none
2023 measured reflections
2000 independent reflections
1644 reflections with
I> 20()

Refinement

Refinement on F2

R{F? > 20(F%)] = 0.045

wR(F?) = 0.143

S = 1.069

2000 reflections

248 parameters

H atoms treated by a
mixture of independent
and constrained refinement

w = U[fo™(F?) + (0.057P)*

+ 1.534P]

where P = (F2 + 2F?)/3

Mo Ko radiation

A =071073 A

Cell parameters from 25
reflections

9 = 17.54-20.86°

p = 0.088 mm™'
T=2932)K
Prismatic

0.52 x 0.42 x 0.33 mm
Colourless

Rin = 0.015
Onax = 25°
h=0-9
k=-11—-0
|=-28—0

3 standard reflections
frequency: 60 min
intensity decay: 0.4%

(A/0)max = 0.076_

Apmax =0.236¢ A—

Apmin = —0.198 ¢ A3

Extinction correction: ,
SHELXL97 (Sheldnck
1997)

Extinction coefficient:
0.031 (3)

Scattering factors from
International Tables for
Crystallography (Vol. C)

/

Table 1. Selected geometric parameters (4, °)

01--C15 1.406 (5)
01—C20 1.440 (6)
02—C15 1.437 (5)
02—-Cl14 1.450 (5)
03—C14 1.419 (5)
03-—-C19 1.469 (5)
05—C22 1191 (7)
C15—01-—-C20 106.6 (3)
C15—02—C14 106.0 (3)
C14—03—C19 104.6 (3)
C22—04—C3 116.6 (4)
Cl16—C13—C1i4 91.1(3)
Cl16—C13—Ci2 118.3(4)
C14—C13—C12 108.5 4)
C16—C13—C17 112.54)
Ci4—C13—C17 113.54)
C12—C13—C17 111.3 (4)

cs—c6 i 1.327 (6)
C13—C16 1.521 (6)
C13—Cl4 1.524 (6)
C15-C16 " 1.518 (6)
C16—C19 1.539 (7)
C19—C20 1.503 (7)
03—C14—C13 104.3 (4)
02—C14—Cl13 102.5 3)
C8—C14—C13 119.0 (4)
01—C15—02 111.6 (4)
01—C15—C16 107.9 (4)
02—C15—C16 102.6 (3)
C15—C16—CI3 104.0 (4)
C15—C16—C19 95.9 (4)
1 C13—C16—C19 103.4 (4)
03—C19—C20 109.8 (4)

829
03-—C14—02 106.7 (3) 03—C19—Cl16 - 102.6 (3)
03—C14—C8 114.4 (3) C20—C19—C16 104.6 (4)
02—C14—C8 108.7 (3) 01—C20—C19 106.4 (4)
C10—C5—C6—C7 4.0 (7) C14—03—C19—C16 794)
C14—02—C15—C16 —6.5(4) C15—01—C20—C19 —=5.1(5)

All H atoms, except H19, for which only the coordinates
were refined, were included in the calculatiors in idealized
positions, with Ui, = 1.5Uq that of the parent atom. Atom O5
has an unusually large Ueq value, reflecting highly anisotropic
displacement parameters. As this could be related to disorder,
the anisotropic atom was replaced with two isotropic half
atoms. Refinement with this model was worse than with
the anisotropic model. The absolute structure could not be
determined by X-ray methods but is known from the chemical
studies of Yunes, Brum et al. (1993).

Data collection: CAD-4 EXPRESS (Enraf—-Nonius, 1994). ..
Cell refinement: SET4 in CAD-4 EXPRESS. Data reduc-
tion: MolEN (Fair, 1990). Program(s) used to solve struc-
ture: SHELXS97 (Sheldrick, 1990). Program(s) used to refine
structure: SHELXL97 (Sheldrick, 1997). Molecular graphics:
ZORTEP (Zsolnai et al., 1996). Software used to prepare ma-
terial for publication: SHELXL97.

This work was supported by. PADCT, CNPq and
FUNAPE/UFG.

Suppler_néntary data for this paper are available from the IUCr
electronic archives (Reference: SX1075). Services for accessing these
data are described at the back of the journal.
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ACETYLILLUSTROL: A NEW COMPOUND FROM MANDEVILLA
ILLUSTRIS (VELL.) WOODSON (APOCYNACEAE)
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(Received 15th September 1998)

Abstract- A_queOus alcoholic extracts from rhizomes of Mandevilla illustris
(Vell.) Woodson, which are used in certain regions of Brazil for the treatment
of inflammations and venomous snake bites antagonise the responses of
isolated rat uterine muscles to bradykinin and related kinins. The isolation and
structural characterisation of a new active compound, acetylillustrol, from M.
illustris is described. This compound exhibits selective in vivo action against

the inflammatory response involving kinin.

Keywords - Mandevilla illustris, Apocynaceae, acetylillustrol, seco-pregnane.
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INTRODUCTION

Mandevilla velutina and M. illustris are native Brazilian plants used in
folk medicine to treat snake bites™. Extracts of these pIants have potent anti-
inﬂainmatory activity and antagonize brédykinin, a nonapeptide generated in -
plasma during tissue trauma®>®. Two closely related constituents, velutinol A,
active as a bradykinin antagonist"® and the inactive illustrol (1)'°, have been
isolated earlier from M. véIutina and M. illustris. This paper reports the
1solation of 3-acetylillustrol (2), not previously described as a natural product,
from the ethyl acetate extract of rhizomes of M. illustris. The structure |

- determination was based on IR, UV, 'H and >°C NMR and mass spectra.

~ When injected locally into the rat paw, acetylillustrol (2) (10 nmol/paw)
caused a sig.niﬁcant'i‘nhibition of carageenan and bradykinin—mediated’ rat paw
oedema. However, at the same dose, this compound failed to interfere with
paw ”ocd.ema caused by Bl selective kinin agonist, des-Arg (9)-bradykinin,
indicating selective in vivo action against inﬂammator‘y response involving

kinin through activation of B, receptors.
RESULTS AND DISCUSSION

Column chromatography of the ethyl acetate extract from rhizomes of -
M. illustris fumishéd 2. Its molecular formula was determined by high-
resolution electron impact mass spectrometry as CHjOs, with a molecular
ion at m/z 374.008 (calc. for C;H3005 374.0094), with an unsaturation index
of 7. The UV Spec_:trum exhibited strong end-absorption [A mx (€) 234 nm

(6400)]. The presence of a carbonyl, in an ester group, and the absence of
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hydroxyl groups were confirmed by IR (vmax 1760 and 1240 cm™), with
appropriate signals in 'H NMR (51.96, s, 3H) and °C NMR (3 170.3 and &
21.2). One trisubstituted C=C was also detected by 'H NMR (& 5.40, m) and
BC NMR (81'39.9 and 122.8). Since neither NMR or IR spectra provided
evidence for an additional C=C or C=0, a hexacyclic structure was suggested
for 2. Chemical shifts (& 108.7, s; 8 103.9, d and & 5.50, d) of 2 indicated the
presence of one ketal and one acetal group. Apart from the carbon bearing the
secondary acetyl group (& 74.1, d),‘ only two additional carbons connected to
oxygen (878.8, d, C-20 and 73.6, ) were observed. These data indicated a
direct connection of the ketal and acetal group through an oxygen atom
common to both groups. CH connectivities (Table 1) support these
assumptions already described for the acetyl derivative of illustrol'’.

The interpretation of the "H NMR spectrum for the rest of the molecule
was complicated due to the spin-spin systems and thcv partial overlapping of
the signals. Comparison ‘of the one-dimensional C{'H} and DEPT spectra
gave the assignment of the °C resonances as being from 3 x CH;, 7 x CH, 7x
CH and 5 non-proténated carbons, and the 3C'H one bond correlation
spectrum allowed the assegnment in the crowded regions of the 'H spectrum.
The analysis of the 'H spectrum, which proceeded with the COSY spectruﬁ,
‘allowed the division of the spectrum into four essentially isolated spin
systems. The first system consisting of nine intercoupled protons used, as a
starting point, the vinyl proton resonance at & 5.40; the second system, of
seven protons, started with the assignment of a CHO resonance at § 4.55; the
third syStem, of five protons, started with the assignment of an OCHO

resonance at & 5.50; the fourth system is very complex and started with the
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assigninent of a CH, resonance at & 2.35. The °C chemical shifts associated
with these systems are identical with those published for acetylillustrol (2),
which had been synthesised from illustrol (1)'°, confirming the structure. B
| The strong NOE interactions observed between H-16 and H-120, and
between H3-18 and H-20 are only compatible with the stereochemistry a]ready.
described for illustrol. The configuration at C-3, deduced from the large
coupling constants of H-3 to H-4p and H-2B, was confirmed by a strong NOE
between H-la and H-3. Although the present spectrum has been obtained
using (CD;),CO instead of CDCl; or a CsDsN-CDCl; mixture, the data could
be used for comparison with those earlier reported for acetylillustrol™.
Acetilillustrol (2), similar to illustrol (1) exhibits two isomerié possibiliﬁes ()
and (II) but we cannot distinguish between them by the NMR spectra.

1R=H; 2R=Ac
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Table 1 — 'H and *C chemical shift assignments for acetylillustrol

Position 6H 8C
1 1.16dt (o)) (J = 12 and 4 Hz) 1.90 (B) 372
2 1.60 (c2) 1.95 (B) 28.5
3 4.55 74.1
4 230 (o) 2.35 (B) 38.8
5 139.9
6 5.40 122.8
7 1.95-2.05 () 2.15-2.25 (B) 25.6
8 ) 1.90 32.0
9 1.45 46.6
10 | 37.3
11 1.60 (a) 1.95 (B) 210
12 1.40-1.65 (o,B) 31.0
13 492
14 108.7
16 5.50 103.9
17 2.65 56.5
18 1.11 16.7
19 1.0 194
20 4.60 78.8
21 3.90 (ct) 3.88(B) 736
CH,CO 1.96, s 170.3 and 21.2

Shifts are in ppm, related to high frequency of TMS, CDCl; as solvent
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EXPERIMENTAL PART

~ The 'H and C NMR spectra were recorded with ca. 15 mg of
acetylillustrol in CDCl; solution using TMS as internal reference on a Brucker
WH-400 spectrometer, at 400 and 100.6 MHz, respectively.

For 'H NOE difference spectra, 'H homonuclear two-dimensional NMR
experiments, COSYPHDQ and NOESY, spectra were acquired using typical
data acquisition parameters including a sweep width of 3000 KHz (ZK data
points) and 512 time increments zero-filled to 2k points . in the second-
dimension. The *C - 'H héteronuclear chemical shift correlations were
measured with a >C observation sweep width of 130ppm (2K data points) and
256 time increments zero-filled to 2K points in the second dimension. For both
homo and hetero-nuclear two-dimensional experiments, 16 scans were
accumulated for each time .incr'ement with a relaxation deléy of 2s between

each scan. UV spectra were recorded in MeOH solution, IR from KBr discs.
Plant material

The collection and extraction of rhizomes of M. illustris (Vell.)
Woodson were as already described'®. An aliquot (40 g) of this extract was
filtered over silica gel using hexane and dichloromethane. After removal of fhe
solvent, the fraction eluted With CHCI; (14 g) was chromatographed using the
same technique with mixtures of hexane/acetone of increasing polarity giving
45 fractions. The fractions (33-38), which showed positive reaction with
anisaldehyde/sulfuric acid reagent, were combined and. rechromatogréi)héd
over silica gel, with the same solvent system, to yield 80 mg of cbmpound 2).
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Compound 2 - C,H300s. White crystals. UV(MeOH)Apqx (€) 234 nm (6400); |
IR (KBr) Viax 1740 (C=0), 1465, 1440, 1240 (C-0), 1160, 1130 cm "'; EIMS
70 eV, m/z: 374 [M+] (1), 314 (5), 296 (100), 281(20), 278 (20), 263 (85),
228 (50), 209 (90), 195 (25), 170 (20), 145 (70).
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This work describes the antinociceptive effect of a triterpene glycoside, niga-ichigoside F; (1), obtained
frora an EtOAc extract of the aerial parts of Rubus imperialis. When evaluated against an HOAc-induced
writhing model, it exhibited an IDso value of 3.1 mg/kg (ip). Moreover, in a formalin-induced pain model,
both phases of pain were inhibited by compound 1, with IDs, values of 2.6 (first phase) and 2.7 (second

phase) mg/kg, (ip), respectively.

The genus Rubus consists of many species that are
employed in various countries of the world to treat different
diseases, especially diabetes.l:2 Chemical and pharmaco-
logical studies have confirmed that some-of these plants
produce active principles that exert hypoglycemic activity,
- antibacterial effects against Gram-positive bacteria, and
anti-allergic activities against allergic rhinitis, atopic der-
matitis, and asthma.3-5

Rubus imperialis Chum. Schl. (Rosaceae) grows abun-
dantly in the south of Brazil, being known as “amora-
branca”, “amora-do-mato”, or “amora-brava”. It is used in
traditional medicine as a remedy to treat diabetes. How-
ever, no reports have been found regarding its pharmaco-
logical and phytochemical investigation. A MeOH extract
of this plant inhibited acetic acid-induced abdominal
constrictions in mice, so we have studied its antinociceptive
properties in more detail. Thus, different extracts obtained
from R. imperialis were subjected to pharmacological
studies using two classical models of pain in mice, acetic
acid-induced writhing and formalin-induced pain. In ad-
dition, we have tested a triterpene glycoside F;, niga-
1ch1g031de (1), which was isolated and identified for the first
time in this plant, from the EtOAc extract.

Table 1 shows the antinociceptive effect of the R.
imperialis EtOAc extract and compound 1 when given
intraperitoneally. (ip), on acetic acid-induced abdominal
constriction, with aspirin and paracetamol used in com-
parison. The EtOAc extract caused a dose-dependent
antinociceptive effect, with an IDso of 6.8 mg/kg and a
maximal inhibition of 94.0%. When given orally (200 mg/
kg, ip), it inhibited the abdominal constrictions by 87%.
The active principle of the R. imperialis EtOAc extract was
identified as niga-ichigoside F; (1) on the basis of the

* To whom correspondence should be addressed. Tel.: (048) 331-9219.
Fax: (048) 331-9711. E-mail: ryunes@qmc.ufsc.br. :

t Universidade do Vale do Itajai.
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comparison of its spectral data with literature values.” This
compound significantly inhibited the abdominal constric:
tions, with an IDj, value of 3.1 mgkg (4.6 umolkg).
Because of its limited quantity, compound 1 was not
analyzed orally. The crude EtOAc extract and niga-ichigo-
side F; (1) were more potent than the-standards, aspiric
or paracetamol (Table 1). -

When -analyzed in a formalin-induced pain model, ¢
useful technique for evaluating neurogenic and inflamma-
tory continuous pain,?-1° the EtOAc extract and compounc
1 displayed significant and dose-related antinociceptive
effects against both phases of paih. However, the EtOAc
extract was more effective in preventing the inflammatorsy
effects in the second phase than the first phase of formalin-
induced nociception. The calculated mean IDsq values for
EtOAc extract were 35.7 mg/kg, (ip) for the first phase and
23.9 mg/kg (ip) for the second phase, respectively (Table
2). Niga-ichigoside F1(1) exhibited potent antinociceptive
effects against both phases of the formalin test, with IDs
values (umol/kg, ip) of 3.9 for the first phase and 4.1 for
the second phase. Given that compound 1 is about 1.5% of
the weight of the EtOAc extract of R. imperialis, other
compounds present may also contribute toward the ob-
served antinociceptive activity of the crude extract. Further |
investigations are necessary to determine the mechanism
of the antinociceptive effects of niga-ichigoside F; (1).

_ Expenmental Section

General Experimental Procedures. The melting point
was determined on a Microquimica AP-300 apparatus and is
uncorrected, and the optical rotation was run on a Polartronic
E polarimeter. The IR spectrum was recorded with a Bomem
MB 100 instrument. The 'H NMR and 3C NMR spectra were
recorded on a Varian XL-300 NMR spectrometer at 300 and
75 MHz, respectively, in CsDsN. The FABMS was obtained
on a VG 70—-250 S instrument. Si gel 60 (70—230 mesh, Merck)
was used for chromatography. TLC was performed on pre-
coated TLC plates with Si gel 60 (Fzs4, Merck).

Plant Material. Rubus imperialis was collected at Flori-
anépolis, Brazil, in June 1997, and identified by Dr. Ademir
Reis (Department of Botany, UFSC). A voucher specimen was
deposited at Barbosa Rodrigues] Herbanum under number V.
C. Filho 012. T

Extraction and Isolation. The dried aerial parts of the
plant (1.2 kg) were powdered and macerated with MeOH for
7 days at room temperature. After evaporation of solvent under
reduced pressure, the MeOH extract was successively parti-
tioned with hexane, CHCl;, and EtOAc, affording 8.9, 1.2, and
9.4 g of each dried fraction, respectively. Although all extracts

© 1999 American Chemical Society and American Society of Pharmacognosy
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Notes

Table 1. Antinociceptive Effects of the Rubus imperialis Ethyl Acetate Extract and nga-lchngSIde F1 (1) against Acetic Acid-induced

Abdominal Constrictions in Mice

. - maximal

treatment IDs0 (mg/kg, ip) IDso (umol/kg, ip) inhibition (%)
- ethyl acetate extract 6.8 (5.3-7.9) 94.0+ 3.5
niga-ichigoside Fy (1) 3.1(1.7-5.6) 4.6 (2.6—8.5) 67.6 £ 1.8
aspirin® 24.0(13.0—44.0) 133.0 (73.0—243.0) 83.0+14
paracetamol® 19.0 (16.0-23.0) 125.0 (104.0—250.0) 88.0+1.0

@ p values <0.05 were considered as indicative of significance. ® 95% Confiderice limits, with each group representing the mean +

S.E.M. of five to seven experiments. ¢ Positive control.

Table 2. Antinociceptive Effects of the R. imperialis Ethyl Acetate Extract and Niga-ighigoside F; (1) in the First (0 to 5 min) and

Second (15 to 30 min) Phases in a Formalin Test in Mice

First phase Second phase
IDso ' maximal IDso maximal
treatment IDso (mg/kg, ip)  (umol/kg,ip) inhibition (%)  IDsg (mg/ke, ip) . (umol/kg, ip) inhibition (%)
ethyl acetate extract  35.7 (18.6—68.5) _ 72.3+2.0 23.9 (12.5—-45.9) 89.9 1+ 3.8
niga-ichigoside F; (1) 2.6 (1.4—4.7) 3.9(2.1-7.1) 70.4 £ 6.0 2.7 (1.5—4.9) 4.1(2.3-74) 940+ 35
aspirin® inactive ' 22.1(13,9-37.6) 123.0(77.0—209.0) 88.0+ 3.0
paracetamol® inactive 18.1(13.6—24.3) 120.0 (90.0—-161.0) 85.0 £ 3.5

e p values < 0.05 were considered as indicative of mgm.ﬁcance 5 95% Confidence limits, with each group representing the mean +

S.E.M. of five to seven experiments. ¢ Positive control.

exhibited antinociceptive activity, the EtOAc extract was
chosen for further study. On colunm chromatography over Si
gel 60, by elution with CHCls;—MeOH (80:20), 150 mg of a
major constituent of the EtOAc extract were obtained: white
solid pure by TLC; mp 230-231 °C; [a)*6p +11.5° ¢ 1.01,
MeOH; FABMS (m/z) 667 (M + H)*, 689 (M + Na)*, identified
as niga-ichigoside F (1) on the basis of spectroscopic data (IR,
1H and !3C NMR, MS) compared to literature values.?

Pharmacological Evaluation—Abdominal Constriction
Response Caused by Intraperitoneal Injection of Dilute Acetic
Acid. The abdominal constriction induced by intraperitoneal
injection of HOAc (0.6%) was carried out according to the
procedures described previously, 1*12 with minor modifications.
Male Swiss mice (25—30 g) were pretreated with EtOAc extract
(10—60 mg/kg) and compound 1 (1—10 mg/kg) intraperitoneally
or orally (EtOAc extract at 200 mg/kg), 30 min before the
HOACc injection. Control animals received a similar volume of
0.9% NaCl (10 mL/kg, ip). All experiments were carried out
at 23 .2 °C.-After challenge, pairs of mice were placed in
separate boxes, and the number of constrictions of the ab-
dominal muscles, together with stretching, were counted
cumulatively over a period of 20 min. Antinociceptive activity
was expressed as the reduction of the number of abdominal
contractions between control animals and mice pretreated with
the test materials.

Formalin-Induced Pain. The procedure used was es-
sentially similar to that previously described.®2 Mice from the
same strain as described above were acclimatized to the
laboratory for at least 24 h before the experiment and were
slightly anesthetized with Etz0, except when used to analyze
the first phase of formalin-induced pain. Next, 20 4L of 2.5%
of 0.92% formaldehyde made up with PBS (phosphate buffered
solution containing NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, and phosphate
buffer 10 mM) were injected subcutaneously under the plantar
surface of the left hindpaw with a Hamilton syringe. Animals
were treated 60 min before the formalin injection with normal
saline (10 mL/kg, ip), with EtOAc extract (10—60 mg/kg, ip)
or with compound 1 (1-10 mg/kg, ip) obtained from R.
imperialis. After intraplantar irritant application, the animals
were then placed immediately into a glass cylinder (20 cm
diameter). The time spent by animals licking or biting the
injected paw was timed with a chronometer and was consid-
ered indicative of pain. Two mice (control and treated) were

simultaneously observed from 0 up to 30 min after formalin
injection. The initial nociceptive scores normally peaked 5 min
(first phase, representing the neurogenic pain) and 15—30 min
(second phase, representing the inflammatory pain) after

~ formalin injection.?

Statistical Analysis. The results are presented as mean
4+ S. E. M., except the mean IDs values (i.e., the dose of the
test material reducing the antinociceptive response by 5§0%

_relative to the control value), which are reported as geometric

means accompanied by their respective 95% confidence limits.
The statistical significance among groups was first analyzed
by ANOVA, then followed by up Dunnett’s multiple compari-
son test to check the significance between groups; p values
less than 0.05 were considered significant. The IDsy values
were determined by graphical interpolation from individual
experiments.

Acknowledgment. The authors are grateful to Prof. Dr.
A. Reis for the botanical identification and to CNPq, CAPES,
and UNIVALL/Brazil for financial support.

References and Notes

(1) Alonse, R.; Cadavid, 1,; Calleja, J. M. Planta Med. 1980, 46 (Suppl.),
102-106.

(2) Zonta, C. M.; Ruediger, R. Monografia de Estigio, Curso de Farmaécia;
Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI): Itajai, SC, Brazil, 1996.

(3) Swanston-Flatt, 8. K ; Day, C.; Bailey, C. J.; Flatt, P. R. Diabetologia
1990, 33 462—464. -

(4) Richards, R. M;; Durhan, E. D. G; Liu X. Planta Med. 1994, 60, 471~
473.

(5) Nakahara, K. EP 0727218, Sep. 30, 1996 YY pp.; Chem. Abstr. 1996,
125, 230780h

(6) leo V. K. Manual de Plantas Medicinais, 44th ed.; Assessoar,
Franclsco Beltréo: Parané, Brazil, 1993,

(7) Seto,T.; Tanaka, T.; Tana.ka, 0, Naruhashi, N. Phytochemistry 1984,
23, 2829—-2834.

(8) Hunskaar, S.; Hole, K. Pain 1987, 30, 103—-114.

{9) Hunskaar, S.; Fasmar, O. B.; Hole, K. J. Neurosci. Methods 1985,
14, 69~176.

(10) Vaz, Z. R.; Cechinel Fitho, V.; Yunes, R. A.; Calixto J. B.J. Phamuwol.
Exp. Ther 1996, 278, 304—312

(11) Collier, H. D. J.; Dinnen, L. C.; Johnson, C. A.; Schneider, C Br. J.

Pharmacol. 1968 32, 295-310.

(12) Santos, A.R.S,; Cechinel Filho, V.; Niero, R.; Pizzolatti, M. G.; Delle
Mzonache, F. Yunes, R A Calixto, J. B. Planta Med. 1995, 61,
329-332. :

NP9804177 » o



	(4)

	1.5.	OBJETIVOS DA TESE


	EI?

	1

	1

	w

	2

	u

	8 w

	2 s


	ba

	s

	2

	.Sf



	ï

	1

	u

	w

	2

	8

	w

	2


	ë


	1

	I

	2

	1 8

	2



	1

	1

	w

	2



	I

	m

	2

	rs .3

	B




	1

	w

	2

	i


	I

	B

	2

	4.2.2 Análise farmacológica

	ANEXO III
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