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RESUMO

ISOLAMENTO, DETERMINACAO ESTRUTURAL E ATIVIDADES ANTITUMO-
RAL E ANTI-INFLAMATORIA DE TRITERPENOS DE Vochysia cinnamomea
(VOCHYSIACEAE). O presente trabalho descreve o estudo dos extratos da planta Vo-
chysia cinnamomea pertencente a familia Vochysiaceae, com intuito de isolar e identifi-
car as substdncias promissoras que apresenta atividades antitumorais e anti-
inflamatorias. Do extrato da casca do caule foram isolados 2 triterpenos: lupeol e o 4ci-
do betulinico e 1 esterdide: B-sitosterol. Dos extratos das folhas foram isolados 3 triter-
penos: o-amirina, 3-amirina e o acido ursdlico. Os testes antitumorais foram realizados
frente as linhagens de células MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (c6lon-humano) e
SF-295 (sistema nervoso central) com as substancias: Lupeol, 4cido betulinico, 4acido
ursodlico e mistura de a e B amirina ndo apresentando atividade relevante. Os triterpenos:
lupeol e acido betulinico foram testados a atividade anti-inflamatoria pelo método de
contor¢do abdominal, mas apenas o acido betulinico teve atividade satisfatoria na con-
centracdo de 30 mg/kg e o lupeol na concentragdo de 10 mg/kg ndo apresentou ativi-
dade.

Palavras chaves: Vochysia cinnamomea, lupeol, acido betulinico, acido ursoélico, -

sitosterol, a-amirina e B-amirina.
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ABSTRACT

ISOLATION, STRUCTURAL DETERMINATION AND ANTITUMOR AND ANTI-
INFLAMATORY ACTIVITIES OF THE TRITEPENES FROM Vochysia cinnamo-
mea (VOCHYSIACEAE). This work describes the study of plant extracts Vochysia cin-
namomea Vochysiaceae, aiming to isolate and identify promising substances which has
antitumor activities and anti-inflammatory properties. Extract of stem bark were isolated
two triterpenes: lupeol and betulinic acid and a steroid: B-sitosterol. Extracts of the
leaves were isolated three triterpenes: a-amyrin, B-amyrin and ursolic acid. The tests
were carried forward to the antitumor cell lines MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8
(human-colon) and SF-295 (central nervous system) with substances: Lupeol, betulinic
acid, ursolic acid and mixing a and B amyrin showing no relevant activity. Triterpenes:
lupeol and betulinic acid were tested for anti-inflammatory activity by the acetic acid-
induced abdominal writhing method, but only the betulinic acid activity was satisfactory

at a concentration of 30 mg / kg and Lupeol the concentration of 10mg/kg was inactive.

Keywords: Vochysia cinnamomea, lupeol, betulinic acid, ursolic acid, B-sitosterol, a-

amyrin and B-amyrin.
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1-INTRODUCAO

As espécies vegetais tém sido usadas para o tratamento e cura de doencas desde
o remoto inicio da civilizag@o. Essa pratica milenar sobreviveu a todos os obstaculos no
decorrer da historia, chegando até os dias atuais, sendo largamente utilizada por grande
parte da populagd@o mundial como fonte de recursos medicinais (DI STASI, 1996).

Os registros existentes comprovam que ha mais de 2500 anos os chineses, os
egipcios, 0s gregos € 0s romanos ja conheciam varias maneiras de preparagdo de medi-
camentos ¢ elaboravam seus extratos por meio de extragdes de muitas plantas. Com o
decorrer dos anos, os produtos naturais adquiriram grande importancia no conhecimento
popular devido suas propriedades e passaram a ser utilizadas principalmente dentro de
um contexto cultural (REIS et al., 2003).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude cerca de 80% da populacdo
mundial, principalmente dos paises subdesenvolvidos utilizam algum tipo de planta na
atengdo primaria a saade (MARTINS, 2000), sendo que destes, 30% sao por indicagdo
médica. Pesquisas realizadas nos EUA constataram que em 25% das receitas médicas
enviadas as farmacias, um dos principios ativos era um derivado de plantas (TRENTINI
e YAMADA, 2001). Cerca de 20% da populagdo mundial é responsavel pelo consumo
de 85% dos medicamentos disponiveis no mercado, vale ressaltar que os paises desen-
volvidos estdo em primeiro lugar no ranking internacional de consumo.

Os indios, europeus e africanos deixaram para a cultura brasileira uma grande
influéncia no uso de plantas para o tratamento de doencas € o conhecimento popular
esta baseado nessas influéncias. O desenvolvimento do conhecimento popular no uso de
plantas medicinais esta relacionado com grupos culturais que estdo ligados diretamente
com a natureza, essas pessoas vivem perto das belezas naturais e exploram suas poten-
cialidades, mantendo esse patrimdnio vivo (ELISABETSKY, 1997). Os pesquisadores
aproveitam as praticas populares por meio de informagdes que sdo obtidas pela etnobo-
tanica e etnofarmacologia. Mesmo assim, as plantas empregadas com propriedades
medicinais s6 passam a ter valor como drogas fitoterapicas apos estudos e comprova-
¢do cientifica de sua eficacia e seguranca em relacdo a toxicidade.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, o consumo de espécies vege-
tais medicinais ¢ bastante elevado em alguns paises. Na China entre 30-50% dos medi-

camentos consumidos ¢ de origem vegetal. Nos paises da Europa e da América do Nor-



te, 50% da populagdo ja fizeram uso de fitoterapico. Na Alemanha, 90% das formula-
¢Oes farmacéuticas contém componentes de origem vegetal (WHO, 2008).

A Fitoterapia ¢ uma forma de terapia medicinal em notavel crescimento, e que esta
movimentando mais ou menos 22 bilhdes de dolares mundialmente ao ano, sendo que
no Brasil a participag@o ¢ de aproximadamente 20% (YUNES et al., 2001). Os medica-
mentos fitoterdpicos tém oferecido um grande suporte a industria farmacéutica nacional
de pequeno e médio porte, com um crescimento desses mercados de aproximadamente
15% ao ano (REIS, et al., 2003).

Na obtencdo de novos farmacos, existem dois aspectos que devemos considerar,
para distinguirmos os produtos naturais de origem vegetal dos sintéticos; a diversidade
molecular e a funcdo biologica. A diversidade molecular dos produtos naturais bioativos
¢ superior a dos produtos sintéticos. E os produtos de organismos vivos tém similarida-
des com o metabolismo dos mamiferos, sendo que os produtos naturais muitas vezes
apresentam propriedades adicionais aquelas a eles associadas (NISBET e MOORE,
1997).

A biodiversidade da flora brasileira abrange quase 30% das plantas encontradas no
mundo, o que faz do territorio brasileiro uma extensa fonte de plantas medicinais e exo-
ticas, criando assim um vasto campo comercial a ser explorado (MALUENDAS e
PEITZ, 2004).

O crescimento e a busca por terapias de origem natural vém sendo observados tan-
to em paises de terceiro mundo como nos paises desenvolvidos. Muitas pessoas acredi-
tam na falsa idéia de que os farmacos oriundos de plantas, nao sdo toxicos € nem tem
efeitos colaterais, e sdo, portanto seguros. Estudos realizados recentemente comprova-
ram que as plantas possuem enormes quantidades de metabolitos secundarios e alguns
deles apresentam toxicidade elevada. Dentre varios compostos toxicos temos muitas
drogas antineoplasicas, os digitalicos, a efedrina, os ésteres de forbol, a estricnina, os
curares ¢ os heterosidios cianogénicos. Existem muitos problemas para detectar a toxi-
cidade em humanos, porque o nimero de relatos e ocorréncias ¢ a associagdo causa e
efeito, as vezes ndo chegam a ser registrados. Isso torna os efeitos toxicos das plantas
aparentemente menores se relacionados com os alopaticos que passaram por todo um
processo de testes até chegar ao consumo humano e mesmo assim alguns t€m apresen-
tado efeitos colaterais e toxicidade (D’ARCY, 1993; DREW e MYERS, 1997; BA-
GHERI et al., 1998; CALIXTO, 2000). As plantas ndo podem ser validadas como, me-

dicamentos eficazes e seguros, baseado somente em conhecimentos populares. Por isso,
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a autorizagdo oficial do uso de produtos naturais como drogas medicamentosas deve
estar fundamentada em dados experimentais (estudos farmacodindmicos, farmacocinéti-
cos e toxicoldgicos, pré-clinicos e clinicos), que demonstrem que os beneficios ofereci-
dos a partir do uso desses medicamentos sdo superiores aos riscos que eles oferecem
aqueles que os utilizam (BRASIL, 1995).

O grupo de pesquisa de Produtos Naturais da Universidade Estadual de Goias,
Unidade Universitaria de Anapolis (UnUCET) desenvolve estudos com o objetivo de
isolamento, determinagdo estrutural de constituintes quimicos de plantas do Cerrado
tendo como base em informagdes etnofarmacoldgicas e etnobotanicas. Nesta linha tém
sido estudadas algumas plantas com atividade, antitumoral, inseticida, anti-inflamatoria,
analgésica e antimicrobiana.

No presente trabalho se estudou uma planta que pertence a familia Vochysiaceae
e esta classificada no género vochysia, seu nome cientifico ¢ Vochysia cinnamome-
a(LORENZI, 1998). Esta planta foi escolhida depois de pesquisa bibliografica, relacio-
nada com o estudo fitoquimico e farmacoldgico da familia Vochysiaceae e do género
vochysia. Ao ser constatado que as plantas pertencentes a esta familia apresentavam
reputagdo como medicinais (antibacteriana, antifungica, antiulcerogénica, géstrica, a-
nalgésica e anti-inflamatoria ), optou-se por fazer o estudo fitoquimico e a avaliagdo de
algumas atividades biologicas, tais como: anti-inflamatodria e antitumoral, com os cons-
tituintes quimicos isolados dessa espécie. Até o presente momento esse tipo de estudo
para essa espécie ¢ considerado inédito e foram procuradas informagdes populares im-
portantes que serviram de ponto de partida para a realizagdo do trabalho. O objetivo
desse trabalho ¢ o isolamento, determinacgdo estrutural e atividades antitumoral, e anti-

inflamatéria de triterpenos isolados de Vochysia cinnamomea (VOCHYSIACEAE).



2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Cerrado:

Na América do sul cerca de dois milhdes de Km? constitui o Bioma Cerrado,
esta area cobre aproximadamente 25% do territdrio brasileiro e 4reas pequenas da Boli-
via e Paraguai. A vegetag¢do do cerrado ¢ do tipo savanica e tem uma estrutura pratica-
mente varidvel caracterizando uma mistura de plantas de estrato lenhoso, isso inclui as
arvores e os arbustos, que contém plantas de um estrato rasteiro, composto por subar-
bustos e herbaceas (OLIVEIRA-FILHO e RATTER, 2002). Os solos do cerrado tém
baixa concentracdo de nutrientes, e as estagdes secas e as queimadas fazem com que as
plantas sofram os fatores de estresse, sendo que existe pouco conhecimento da influén-
cia dos fatores bioticos (MARQUIS et al., 2002).

O termo cerrado pode ser designado tanto em relacdo aos tipos de vegetagdo
quanto o bioma ou areas geograficas (RIBEIRO e WALTER, 1998). O cerrado sensu
lato designa as formacodes savanicas e campestres, enquanto o cerrado sensu stricto de-
signa o tipo fisiondmico que mais caracteriza o bioma (COUTINHO, 1978; RIBEIRO e
WALTER, 1998).

O Bioma cerrado possui o segundo maior conjunto de animais da Terra e sua
riqueza bioldgica estd estimada em torno de 160.000 espécies de plantas e animais e
tudo isso corresponde a mais ou menos 5% da flora e fauna do mundo (DIAS, 1992).
Por possuir uma grande diversidade, criou-se na regido do cerrado, uma enorme tradi¢do
do uso dos recursos vegetais das mais variadas formas.

O estudo do cerrado esta concentrado em apenas algumas localidades especifi-
cas, 0 que acaba gerando muitas incertezas sobre a sua biodiversidade. Por isso, hé ne-
cessidade de se realizar estudos bem elaborados nas areas que ainda sdo pouco conheci-
das para que se possa tragar uma politica ambiental de aumento dessas areas protegidas
do Cerrado, que atualmente cobrem menos de 2% do total do Bioma cerrado, sendo
insuficiente para sua preservacdo (BUSCHBACHER, 2000).

Existem muitas ameacas a diversidade do cerrado, mais a maior delas é a cres-
cente ocupacao das paisagens naturais por atividades antropicas. O homem estd sempre

em busca de mais espaco, para uma série de politicas de cunho desenvolvimentista e



isso tem transformado a regido do cerrado numa paisagem fragmentada com a predomi-
nancia da atividade agropecuaria (BUSCHBACHER, 2000).

O grande nivel de antropizacdo no Cerrado tem descaracterizado os ecossistemas
existentes, isso acaba em conseqiiéncias no ambiente como o exterminio de parte da
fauna silvestre. As conseqiiéncias para a fauna estdo relacionadas com as queimadas, os
atropelamentos nas rodovias, cagas indiscriminada, o lixo e agrotoxicos jogados nos rios
e principalmente pela ocupacdo do habitat para construir cidades e lavouras (NASCI-
MENTO, 2001).

O fogo é uma caracteristica do Cerrado, mas a ocupa¢ao do homem esta mudan-
do este cenario natural do fogo, em relagdo as estagcdes e a freqliéncia de inumeras
queimadas. Tudo isso tem trazido conseqiiéncias para a biodiversidade. No periodo dos
meses de junho a novembro, algumas areas do pais sofrem com as queimadas, que se
estendem por quase todas as regides com maior ou menor intensidade. No Bioma Cer-
rado este periodo e acometido pela seca que deixa a umidade relativa do ar muito baixa.
Na agropecudria o fogo ¢ empregado para diversos fins, como renovagdo de areas de
pastagem, remog¢ao de material acumulado, entre outros (IBAMA-PREVFOGO).

As plantas medicinais do cerrado empregam muitas pessoas, desde técnicos,
profissionais e empresarios, na colheita, no preparo e na distribui¢do que muitas vezes
ocorrem em pontos de vendas de feiras, mercados e ambulantes. Existe também, uma
diversificacdo de nomes das plantas que ocorre de uma regido para outra, com maior

énfase na Bahia ( ORTENCIO, 1997).

2.2 - Produtos Naturais

A humanidade utiliza as plantas medicinais para o tratamento de doengas desde
os tempos antigos. Hoje sabemos que os povos primitivos sempre buscaram nos produ-
tos naturais medicamentos para aliviar a dor causada por doengas ou acidentes. Por
meio de experimentos e da observagao do comportamento do reino animal, que buscam
nas plantas, alivio para suas dores, as pessoas de todos os continentes sempre buscaram
produzir ao longo de toda a histdria um importantissimo saber sobre as propriedades dos

produtos naturais (SILVA, 2003).



No livro sagrado cristdo, a Biblia, tanto no Antigo como no novo Testamento,
existem muitas citagdes de plantas curativas e seus derivados, por exemplo, o aloe, o
benjoim, a mirra, entre outros (TOMAZZONI, 2004).

Oriente e Ocidente sdo ricos em exemplos do uso de produtos naturais; na me-
dicina, no controle de pragas e em mecanismos de defesa, podemos citar como exemplo
de destaque as civilizagdes Egipcia, Greco-Romana e Chinesa (VIEGAS, BOLZANI e
BARREIRO, 2006). Em 1873 o egiptologo alemdo Georg Ebers, decifrou o Papiro de
Ebers, um tratado médico muito famoso, conhecido desde o século X VI antes de Cristo.
Esse tratado tem uma importancia muito grande para a fitoterapia, pois nele estdo des-
critas centenas de plantas medicinais e receitas para preparar medicamentos utilizando
produtos naturais (SILVA, 2003).

Na civilizacdo da antiga Grécia, os gregos ja tinham conhecimentos de plantas
que curavam enfermidades, e as consideravam sagradas e mitoldgicas em relacdo aos
deuses. O grego Hipdcrates teve uma grande importancia na medicina do século V antes
da era crista, ele foi o autor de uma completa obra sobre medicina, Corpus Hipocratium,
esta obra rendeu-lhe o titulo de pai da medicina. No ano 100 a.C os chineses escreveram
o Sheng Nung Bem Cao Chien (Herbal classico do divino lavrador), o primeiro livro
chinés sobre as plantas e o seu poder de cura. Naquela época os chineses ja conheciam
250 plantas e a cura de 150 doengas com elas. No século I d.C inicio da era crista foi
fundado o primeiro tratado Europeu, escrito pelo médico e cirurgido romano, Pedanios
Dioscorides denominado “De Matéria Médica” esse tratado contém 600 plantas descri-
tas de origem asiatica, grega, egipcia e italiana, que foram a base da medicina por 18
séculos (SILVA, 2003).

Os paises em desenvolvimento t€m muitos problemas relacionados ao uso de
medicamentos industrializados, pois, as popula¢des sdo na maioria pobres que ndo tém
condigdes de obter esses medicamentos ¢ acabam buscando no conhecimento tradicio-
nal um meio para curar seus males. Mas sabe-se que a cura oriunda de remédios tradi-
cionais ndo ¢ muito confiavel, pois, 0s mesmos ndo acompanham os avangos tecnologi-
cos, ¢ os métodos de preparos sdao tidos como secretos. Muitas vezes o uso destes me-
dicamentos esta associado a crengas, rituais, misticismo, for¢as intangiveis como a feiti-
caria, e em muitos aspectos baseado em principios morais e espirituais que dificultam a
racionalizacdo (TAYLOR et al., 2001).

Os remédios de origem vegetal estdo ganhando destaque nos paises Oci-

dentais, devido a necessidade urgente de desenvolver novas drogas e as plantas medici-
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nais tem ganhado atencdo especial tanto das industrias farmacéuticas como da comuni-
dade cientifica (TAYLOR et al., 2001).

O desenvolvimento de trabalhos com plantas medicinais origina medicamentos
em menor tempo, com custos as vezes mais baratos e acessiveis a populacdo carente
sem condi¢des financeiras de adquirir os remédios necessarios para a manutencido da
saude. Por esse motivo ou pelo descaso dos 6rgdos responsaveis pela assisténcia prima-
ria de saude, 80% dessas pessoas ndo tem acesso a um atendimento médico bésico de
saude (TOLEDO et al., 2003).

Devido as limitagdes financeiras das pessoas de baixa renda dos paises em de-
senvolvimento, destaca-se uma demanda muito grande pelos produtos fitoterapicos, que
tem um potencial muito amplo de geracdo de empregos e renda, principalmente em re-
gime de economia solidaria. Para que tudo isso aconteca de forma organizada ¢ preciso
mais esfor¢os nas areas de pesquisas de fitoterdpicos que comprovem as propriedades
medicinais das plantas e a estruturagdo dos sistemas de saude, mediante capacitagdo
dos profissionais que trabalham nesta area (NUNES et al., 2003)

O Brasil precisa resgatar a valorizag¢do da fitoterapia cuidadosamente para que as
plantas de alto valor medicinal ndo sejam exterminadas, das matas, da caatinga e do
cerrado, dificultando assim o trabalho dos cientistas na descoberta de suas propriedades
medicinais, para que elas sejam transformadas em remédios. Deve-se ter a preocupacao
do desenvolvimento de técnicas de cultivo e colheita para ndo comprometer a reprodu-
cdo dessas espécies. Conscientizar a populagdo quanto ao crescimento urbano desorde-
nado que causa o exterminio das areas verdes ricas em produtos naturais de fonte medi-
cinal (ADEODATO et al., 1996).

Diversos fatores tém impulsionado a busca de novas drogas de origem vegetal,
tais como: a descoberta de drogas eficazes para o combate ao cancer, estudos sobre a
biodiversidade, a preservacao das espécies e a falta de acesso da maioria da populagdo
aos medicamentos modernos, fazendo com que vias alternativas mais baratas sejam
oferecidas. Por outro lado, a falta de informacdo e mau uso dos medicamentos geral-
mente provocam o aparecimento de efeitos colaterais graves ou entdo o insucesso do
tratamento, causando descrenca na sua eficacia (CARVALHO, 2001).

Na luta pelo nosso proprio progresso, deve-se ter sempre o cuidado de nao des-
truir aquilo que nos ajuda a progredir. As plantas foram fiéis servidoras do homem des-
de os primordios dos tempos, e ¢ dificil imaginar a farmacia ou a medicina sem os gli-

cosideos do género Digitalis, os alcaldides do dpio, os antibidticos da tretraclicina ou, a
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proposito, as antraquinonas da Cassia angustifolia. No entanto, sem as plantas, nem
estes, nem muitos medicamentos usados jamais teriam existido. Ja é hora de retribuir,
ajudando as plantas a continuar ocupando seu lugar de direito no mundo, em que elas ja
existiam muito antes do Homo sapiens ( ROBBERS et al ., 1997).

A Portaria N° 2.982/GM/MS(1), publicada em 2009, no seu anexo II, inclui no
Elenco de Referéncia Nacional de Medicamentos e Insumos Complementares para a
Assisténcia Farmacéutica na Atencdo Basica:

Espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) — capsula, comprimido, emulsdo, solucdo e tintu-
ra;

Guaco (Mikania glomerata) — cépsula, solugdo oral, tintura e xarope;

Alcachofra (Cynara scolymus) — capsula, comprimido, dragea, solucdo oral e tintura;
Aroeira (Schinus terebenthifolius) — gel e 6vulo;

Céscara-sagrada (Rhamnus purshiana) — capsula e tintura;

Garra-do-diabo (Harpagophytum procumbens) — capsula;

Isoflavona-de-soja (Glycine max) — capsula e comprimido;

Unha-de-gato (Uncaria tomentosa) — capsula, comprimido e gel.

Medicamentos homeopéaticos conforme Farmacopeia Homeopatica Brasileira (MINIS-
TERIO DA SAUDE, 2009)

Atualmente, um dos principais alvos relacionados a pesquisa com plantas medi-
cinais sdo os problemas gastrintestinais, principalmente os males associados ao sistema
gastrico. A relacdo entre os produtos obtidos de fontes naturais e a gastroprotecdo ¢ an-
tiga e, constantemente, tem sido objeto de estudos incessantes em busca da substancia

com efeito terapéutico ideal.

2.3 - Produtos Naturais e a descoberta de farmacos importantes

A descoberta de substancias alucindgenas derivadas de produtos naturais causou
um grande impacto na humanidade, levando uma modificagdo no comportamento do
homem moderno. Os povos antigos utilizavam largamente rapés e bebidas alucindgenas
em suas praticas religiosas e magicas. Na Grécia antiga, extratos vegetais eram utiliza-
dos em execugdes, como no caso de Sécrates, que morreu apos a ingestdo de uma bebi-

da a base de cicuta, que continha a coniina (1, Figura 01) (PINTO, 1995).



Outra substancia importante derivada de plantas € o 6pio, preparado dos bulbos
de Papaver somniferum. Conhecido por suas propriedades soporiferas e analgésicas.
Esta planta era utilizada desde a época dos Sumérios (4000 A.C), havendo relatos na
mitologia grega atribuindo ao 6pio da papoula o simbolismo de Morfeu, o deus do
sono (HOSTETTMANN et al., 2003). Em 1803, Derosne descreveu o “sal de 6pio”,
iniciando os primeiros estudos sobre a constitui¢do quimica do 6pio; em 1804, na Fran-
¢a, Armand Séquin isolou o seu constituinte majoritario, a morfina (2), ele e Sertiiner
publicaram seus trabalhos sobre o principium somniferum, tendo sido os pioneiros na
busca pela utilizagdo de substancias naturais na forma pura (HENRIQUES et al., 1999).
O opio contém outros alcaldides com propriedades interessantes como a codeina (3,
antitussigeno), a tebaina (4, antagonista da morfina), a narcotina (5, antitussigeno e
espasmolitico ) e a papaverina (6, espasmolitico) (HOSTETTMANN et al., 2003) (Fi-
gura 01). A grande eficicia da morfina como analgésico foi reconhecida apos a inven-
cdo da seringa hipodérmica (1853), e foi largamente utilizada pelas tropas dos EUA

durante a Guerra de Secessao (1861-1865) (HOSTETTMANN et al., 2003).

1 2-R;=H,R,=H
3- R] = CH3, R2 =H

Figura 1: Estrutura quimica da coniina e alguns alcaldides opidides



Talvez o marco mais importante para o desenvolvimento dos farmacos a partir
de produtos naturais de plantas tenha sido o descobrimento dos salicilatos obtidos de
Salix Alba (YUNES e CECHINEL FILHO, 2001; WEISSMANN, 1991) em 1757,
quando o reverendo Edward Stone provou o sabor amargo das cascas do salgueiro de
Salix alba e associou-o ao sabor dos extratos de Cinchona. O reverendo levou seus es-
tudos adiante e alguns anos mais tarde obteve resultados incriveis e muito importantes
para a medicina, com a descoberta das propriedades analgésicas e antipiréticas do extra-
to dessa planta (YUNES e CECHINEL FILHO, 2001; WEISSMANN, 1991).

Em 1807, Franca e Alemanha brigavam na busca pelo principio ativo de S. Alba
que era na época uma importante descoberta a ser patenteada. Mas foi s6 em 1828, no
Instituto de Farmacologia de Munique, que o pesquisador Johan A. Buchner isolou a
substancia salicina (7) (Figura 02). O rendimento da salicina a partir do extrato da plan-
ta foi muito baixo, sendo assim houve interesse de outros cientistas em melhorar a qua-
lidade da substancia obtida. Em 1860, Herman Kolbe e alguns alunos sintetizaram o
acido salicilico (8), e também o sal sodico a partir do fenol, por volta de 1874, Friedrich
Von Heyden, montou uma grande fabrica para a producdo de salicilatos (WEISS-
MANN, 1991).

No inicio do século XX, Felix Hofmann pesquisando a cura para artrite, doenga
que acometia seu pai, que era muito sensivel aos efeitos colaterais do salicilato de sodio.
Fez uma importante descoberta marcando a época, o acido acetil-salicilico (9, Figura
02), menos acido que o acido salicilico, mas que continha as mesmas propriedades a-

nalgésicas desejadas.

OH
COOH COOH

O_ g]icose OH OCOCH;4

Figura 2: Estrutura quimica da salicina e seus derivados
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Devido as propriedades terapéuticas do acido acetil-salicilico (AAS), em seus
laboratorios de pesquisas, a Bayer langou o AAS como um produto novo no mercado,
para competir com os salicilatos naturais, e foi no inicio do século XX que esse medi-
camento passou a ser chamado de Aspirina. Depois de mais de 100 anos de sua desco-
berta, o AAS continua sendo alvo de muitas pesquisas sobre sua ac¢do terapéutica como
analgésico e antiinflamatorio, atuando no controle da febre, na artrite reumatdide e na
inibicdo da agregacdo plaquetaria (YUNES e CECHINEL FILHO, 2001; WEISS-
MANN, 1991).

2.4 — Atividade Anti-inflamatoria

A inflamagdo ¢ uma resposta do tecido vivo e vascularizado a estimulo irritante,
sendo freqiientemente associada a dor e envolvendo eventos como retracdo de células
endoteliais, aumento da permeabilidade vascular e do fluxo sanguineo local, aumento da
migrag¢do de granuldcitos e células mononucleares, assim como proliferagdo de tecido
granulomatoso (ANDRADE et al., 2007).

O rubor e a hipertermia da inflamacdo aguda sdo resultado da dilatagdo dos va-
sos e aumento do fluxo sanguineo na regido inflamada, e o edema inflamatdrio € provo-
cado pelo acimulo de liquido e células inflamatdrias nos espagos intersticiais, particu-
larmente dos componentes fluidos. A dor resulta de uma combinagao de fatores incluin-
do a pressdo nas terminagdes nervosas, pelo edema, e de um efeito direto de determina-
dos fatores quimicos liberados durante a resposta inflamatoria. A perda da fungao, total
ou parcial, na area inflamada, pode ser uma conseqiiéncia direta da injuria ou secunda-
ria ao edema e dor marcantes provocados pelo proprio dano (STEVENS e LOWE,
2002; HANSEL e DINTZIS, 2007).

Dentre as diversas metodologias empregadas para pesquisas de novas drogas
com potencial anti-inflamatério os agentes flogisticos, indutores do processo inflamato-
rio, como a carragenina, dextrana e histamina sdo bastante usados em triagem farmaco-
logica para avaliagdo de substancias com potencial anti-inflamatério (WINTER et al.,
1962).

Anti-inflamatérios sdo farmacos que podem agir em varios passos do processo
fisiopatologico, podendo inibir a biossintese de mediadores pela interacdo direta com

enzimas-chaves (como inibidores da enzima ciclooxigenase), ou reduzindo niveis de
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substrato (redugdo da liberagdo de acido araquidonico). Adicionalmente podem agir
inibindo a liberagdo de mediadores estocados (por exemplo, histamina) ou através da
imunoestimulagdo, removendo a substincia irritante ¢ diminuindo a agressdo tecidual

(SAFAIHY E SAILER, 1997).

2.4.1 — Alguns metabdlitos secundarios com a¢do anti-inflamatoria

Muitas plantas medicinais usadas popularmente para tratar condi¢des inflamato-
rias apresentam triterpenoides exibindo ac¢@o anti-inflamatéria in vivo e in vitro, incluin-
do supressdo da sintese de prostandides e citosinas, bem como inibicdo da atividade
enzimatica e peroxidacdo lipidica. Em geral sesquiterpenos e triterpenos pentaciclicos
tem sido reportados por exibir a¢do anti-inflamatéria, antiulcerogénica e antinociceptiva
(NAVARRETE et al., 2002; FERNANDES et al., 2003; MALHEIROS et al., 2001;
SCHEIDT et al., 2002).

Em trabalhos desenvolvidos por Jain e colaboradores (1995) foi verificado que
os triterpenos, como o acido masticadienoico (10) e o acido masticadiendlico (schinol)
(11) (Figura 03), apresentam atividade anti-inflamatdria por serem inibidores competiti-
vos e especificos da fosfolipase A,.

Flavonoides e alguns compostos triterpénicos tém sido relatados por apresentar
efeito inibitdrio da enzima lipoxigenase ou ciclooxigenase (NARAYANA et al., 2001;
KIM et al., 2004; ORHAN et al., 2006; KUPELI et al., 2006; GUTIERREZ-LUGO et
al., 2004).

N N\
& on _
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Figura 3: Estrutura do 4cido masticadienoico e o acido masticadienolico.

Alguns glicosideos do acido caféico (12) (Figura 04) apresentam inibigao seleti-
va da 5-lipoxigenase, a qual esta relacionada com a biogénese dos leucotrienos, estando
estes envolvidos com a imunorregulacao (KIMURA et al., 1987). Plantas ricas em tani-
nos sdo empregadas tradicionalmente em doengas como diarréias, hipertensdo, reuma-
tismo, hemorragias, problemas estomacais (azia, gastrite e Ulcera géstrica ); problemas
renais e processos inflamatorios em geral (HASLAM, 1996). Saponinas como glicirri-
zina (13) (Figura 04), (isolada da Glycirrhiza glabra L.) tétm demonstrado importante
atividade anti-inflamatéria (SCHENKEL et al., 2000). Diversas atividades foram atribu-
idas as xantonas tais como inibi¢do da agregacdo plaquetéria e agdo anti-inflamatoria
(LIN et al., 1996). Lignanas (como glicosideo do alcool di-hidrodicofenil isolada da
espécie Plagiorhegma dubium Maxim.) e Neolignanas (como por exemplo, a magno-
shinina, isolada da Magnolia salicifolia Maxim.) demonstraram também atividade anti-

inflamatoria (MACRAE e TOWER, 1984)

~._ _COOH

OH
12 13

Figura 4: Estrutura do 4cido caféico e da glicirrizina anti-inflamatorios naturais.

2.4.2 — Anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs)
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O desenvolvimento de inimeros anti-inflamatorios nio esteroidais, inibidores seletivos

de COX-2 numa tentativa de aumentar a aceitacdo dessas medicacdes pelos pacientes,

Substincias Derivados
Acido salicilico e derivados | Acido acetilsalicilico, salicilato de sodio, diflunisal.
Acidos indol e indol acéticos | Indometacina, sulindaco, etodolac.
Acidos hetero aril-acéticos Tolmetina, diclofenaco, aceclofenaco, cetorolaco.
Acidos arilpropionicos Ibuprofeno, naproxeno, flurbiprofeno, cetoprofeno,
loxoprofeno, oxaprozina.
Acidos antranilicos (fenamatos) | Acidos, mefanamico, 4cido meclofenamico.
Acidos endlicos Piroxicam, tenoxicam, meloxicam.
Alcanones (ndo acidicos) Nabumetona
Furanona diaril-substituido Refecoxib
Pirazol diaril-substituido Celecoxib

Sulfonanilida Nimesulida

reduzir a toxicidade (principalmente gastrintestinal), e aumentar o efeito anti-
inflamatorio. O Quadro 1 mostra a classificagdo dos AINEs, baseadas nas estruturas
quimicas de farmacos convencionais ainda de uso corrente ao lado daqueles considera-

dos com maior seletividade anti-COX-2 (SOLOMON, 2007; BRENOL et al., 2000).

Quadro 1 - Classificagdo quimica dos principais agentes anti-inflamatorios ndo
esteroidais (AINEs)

Os AINEs compdem um grupo heterogéneo de compostos, que consiste de um ou mais
anéis aromaticos ligados a um grupamento acido funcional. Sdo acidos organicos fracos
que atuam principalmente nos tecidos inflamados e se ligam, significativamente, a al-
bumina plasmatica (JUNIOR et al., 2007).

Essencialmente, todos os AINEs sdo convertidos em metabolitos inativos pelo

figado e sdo, predominantemente, excretados pela urina; embora o sulindac também
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possa ser metabolizado no rim. Alguns AINEs e seus metabdlitos tém excrecdo biliar
(KIPPER et al., 2001).

O principal mecanismo de agdo dos AINEs ocorre através da inibi¢do especifica
da COX e conseqiiente reducdo da conversdo do acido araquidonico (AA) a prosta-
glandinas. Reagdes mediadas pelas COXs, a partir do AA produzem PGG2, que sob
acdo da peroxidase forma PGH2, sendo entdo convertidas as prostaglandinas, prostaci-
clinas e tromboxanos ( TXs) ( JUNIOR et al, 2007; BRENOL et al., 2000).

As prostaglandinas tém acdo vasodilatadora. A PGD2 ¢ liberada de mastdcitos
ativados por estimulos alérgicos ou outros. A PGE2 inibe a a¢do de linfocitos e outras
células que participam das respostas alérgicas ou inflamatorias. Além de promoverem
vasodilatagdo, sensibilizam os nociceptores (hiperalgesia) e estimulam os centros hipo-
talamicos de temorregulagdo (JUNIOR etal., 2007; BRENOL et al., 2000).

A prostaglandina 12 (prostaciclina) predomina no endotélio vascular e atua cau-
sando vasodilatagdo e inibicdo da adesividade plaquetaria . O TX, predominante nas
plaquetas, causa efeitos contrarios como vasoconstri¢do e agregagdo plaquetaria (JU-
NIOR et al., 2007; KLIPPER et al., 2001).

Os leucotrienos aumentam a permeabilidade vascular e atraem os leucocitos para
o sitio da lesdo. A histamina e a bradicinina aumentam a permeabilidade capilar e ati-
vam os receptores nocigénicos (JUNIOR et al., 2007; KLIPPER et al., 2001).

Existem pelo menos duas isoformas de COX que apresentam diferencas na sua
regulagdo e expressdo. A atividade de ambas as isoformas sdo inibidas por todos os
AINEs em graus varidveis. A COX-1 e COX-2 possuem 60% de homologia na sua
seqiiéncia de aminoacidos expressa em muitos tecidos. As COX-1, ditas como constitu-
tivas, auxiliam na manutencdo da integridade da mucosa gastroduodenal, homeostase
vascular, agregacao plaquetaria e modulacao do fluxo plasmatico renal (KLIPPER et al.,

2001).

2.4.3 - A importancia da dor

A dor ¢ uma condi¢ao complexa, muitas vezes de etiologia indefinida, com valor
biologico fundamental. Sem dor seria impossivel a vida normal; ela funciona como um
mecanismo de defesa, sendo uma resposta adaptativa e protetora ao estresse ambiental.
Porém ¢ um sintoma desagraddvel e individual, causando limita¢des, incapacidade e

sofrimento, afetando tanto o fisico quanto o psiquico (SILVA ¢ MORAIS, 2000).
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Os estimulos e as condi¢cdes que causam a dor podem variar e dependem em
parte do tecido especifico, da natureza, intensidade e durag¢do do estimulo. Em geral, os
estimulos que sdo percebidos como dolorosos tém potencial de causar dano aos tecidos
( SMITH, 1992).

Associada a lesdo tecidual prolongada ou processo degenerativo de origem cen-
tral ou periférica, a dor resulta de multiplas e complexas modificagdes em vias nocicep-
tivas, incluindo desde alteragdes de excitabilidade de fibras nervosas aferentes até mu-
dancas de fenotipo celular, estrutura neural, sinapses e expressdo de novas moléculas,
incluindo enzimas, neurotransmissores e receptores. Alteracdes estruturais, particular-
mente apos lesdes de nervos periféricos, também podem ser vistas, incluindo perda de
interneuronios medulares, rearranjo inadequado de processos nervosos aferentes na me-
dula espinhal e proliferacdo de fibras simpaticas em ganglios sensitivos. A ocorréncia
dessa multiplicidade de processos ndo ¢ uniforme, dependendo de tecido lesado, envol-
vimento de tipos especificos de fibras aferentes e participagdo do sistema imune
(PLEUVRY e LAURETTI, 1996).

A dor aguda ou fisiologica resulta da estimulagdo nociva intensa ou potencial-
mente injuriante, ¢ bem localizada, e tem curta duragdo quando ndo ocorre dano tecidu-
al, freqiientemente esvaecendo-se sem que medidas especiais sejam adotadas. Geral-
mente € causada por processos identificaveis, sejam inflamatorios, espasticos ou isqué-
micos. O papel dessa dor ¢ simples, mas importante como sinal de alerta, indicando
perigo, risco, ja que informa ao corpo sobre o perigo potencial e, via de regra inicia res-
postas reflexas de retirada do segmento corporal da fonte do estimulo nocivo (BROWN
e BOTTOMLEY, 1990; TURK e MELZACK, 1992; PRADO, 2001).

A dor crdnica, ou patoldgica, ocorre em resposta a lesdo tecidual e ¢ caracteriza-
da pela sensagao de dor em resposta a estimulos normalmente in6cuos ou mesmo pela
ocorréncia de dor espontanea, persistindo por mais tempo do que o esperado para a cura
da lesdo. Muitas vezes apresenta etiologia incerta, ndo desaparece com o emprego dos
procedimentos terapéuticos convencionais ¢ ¢ a causa de incapacidade e inabilidades
prolongadas. Representa um fendmeno de sensibilizagdo nociceptiva, com redugdo do
limiar a dor (alodinia), amplificagdo da resposta a estimulos nocivos (hiperalgesia) e
sensacdo de dor prolongada ap6s estimulagdo (hiperpatia). Mesmo a dor cronica possui
uma fase aguda, geralmente associada a dano tecidual e inflamagdo. Na fase cronica, a
dor geralmente associada as alteragcdes ou danos ao tecido nervoso, caracterizando-se a

dor neuropatica, comum especialmente em idosos, nesta condi¢do, a dor aparentemente
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perde qualquer fungdo adaptativa e torna-se de fato patolégica (BROWN e BOTTO-
MLEY, 1990; FEUERSTEIN e HICKEY, 1992; PLEUVRY e LAURETTI, 1996;
MACFARLANE et al., 1997; WOOLF e MARNION, 1999; FERREIRA, 2001; PE-
RISSINOTTI, 2001; PRADO, 2001; TURK e OKIFUJIL, 2001; MCQUAY, 2002).

2.4.4 — Conceito de nocicepcio

A nocicepcao € um processo de deteccdo e sinalizacdo da presenga de um agente
nocivo ao organismo. Diante de um estimulo doloroso mecanico ou térmico, ativam-se
0s nociceptores na regido atingida, os quais enviam a informagao ao cérebro através das
fibras C aferentes. Denomina-se essa dor de fisioldgica e que tem como objetivo infor-
mar ao corpo acerca de um perigo, ela desencadeia um conjunto de fendomenos, entre os
quais se encontra o reflexo de retirada (DUBUISSON e DENNIS, 1977).

O tratamento intraperitoneal de substincias algogénicas em animais de experi-
mentagdo (camundongos Swiss) ¢ um modelo de nocicepcdo amplamente utilizado na
pesquisa de drogas analgésicas (EMIM, 1996). Injecdo subcutinea de substancias que
induzem a dor, como a formalina (14), acido acético (15) ou capsaicina (16) em animais
de experimentacdo determina o aparecimento de uma gama de respostas motoras bem
caracterizadas, cuja quantificagdo permite que se avalie a intensidade da resposta noci-

ceptiva (DUBUISSON e DENNIS, 1977).

0
| 0
CH;—C
H/ \H SOoH
14 15
0
HC—0 /\\/W
T
+ Y
HO H

17



16

Figura 5: Estruturas quimicas de substancias algogénicas.

A administragdo intraperitoneal de 4dcido acético em animais de experimentagdo, como
camundongos, promove a libera¢do de substincias enddgenas como aminas biogénicas,

cininas e prostandides, que estimulam as terminagdes nociceptivas (WHITTLE, 1964).

2.5 — Cancer

O cancer ¢ a doenga que mais causa temor na sociedade, por ter se tornado um
estigma de mortalidade e dor. Na verdade, a palavra cancer de origem latina significan-
do “caranguejo” deve ter sido empregada em analogia a0 modo de crescimento infiltran-
te, que pode ser comparado as pernas do crustaceo, que as introduz na areia ou lama
para se fixar e dificultar sua remogao (MINISTERIO DA SAUDE, 1971).

Atualmente, a definicdo cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia, especi-
ficamente aos tumores malignos, como sendo uma doenga caracterizada pelo crescimen-
to descontrolado de células transformadas. Existem quase 200 tipos que correspondem
aos varios sistemas de células do corpo, os quais se diferenciam pela capacidade de in-
vadirem tecidos e 6rgdos, vizinhos ou distantes (INSTITUTO NACIONAL DO CAN-
CER, 2008).

Em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi
responsavel por 7,6 milhdes, que representa 13% de todas as mortes. Os principais tipos
de cancer com maior mortalidade foram: pulmao (1,3 milhdo); estobmago (cerca de 1
milhdo); figado (662 mil); célon (655 mil) e mama (502 mil). Do total de 6bitos por
cancer ocorridos em 2005 mais de 70% ocorreram em paises de média ou baixa renda
(WHO, 2006). Estima-se que em 2020 o nimero de casos novos anuais seja da ordem
de 15 milhdes. Cerca de 60% destes novos casos ocorrerao em paises em desenvolvi-

mento. Também ¢ conhecido que pelo menos um terco dos casos novos de cancer que
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ocorrem por ano no mundo poderia ser prevenido (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2008).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 e validas também para o ano de
2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes,
a excecdo do cancer de pele do tipo melanoma, serdo os canceres de prostata e de pul-
mao no sexo masculino e os canceres de mama e de colo do utero no feminino, acom-
panhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo (INSTITUTO NACIO-
NAL DO CANCER, 2008).

A maioria dos canceres humanos resulta da exposi¢do a agentes carcindgenos
ambientais. Estes incluem produtos quimicos, radiagdo e virus (DOLL e PETO, 1981).

Os carcinogenos podem ser divididos em varias classes, como mostrado no Quadro 2.

Classe Exemplos de Agentes Carcinogenos

1 - Carcin6genos Genotoxicos Dimetilsulfato, B-propiolactone, etileno

Primarios, agentes alquilantes diretos. imina, safrol

2 - Pro6-carcindgenos

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
Nitrosaminas

Hidrazina

Inorgénico

3 — Carcindgenos Epigenéticos
Promotores

Hormonios

Imonossupressores

Cocarcinogenos

4 — Nao-classificados

Proliferadores de Peroxissoma

Benzo [a]pireno
Dimetilnitrosamina
1,2-Dimetilhidrazina

Cadmio, pluténio

Esteres de forbol, sacarina, acidos biliares
Estrogenos
Analogos da purina

Catecol

Esteres de ftalato

Quadro 2 — Classes de agentes carcindgenos

O tratamento do céancer varia de acordo com o tipo e a gravidade da doenca. Os
tumores podem ser tratados com cirurgias, radioterapia, quimioterapia ou, ainda, com a

combinagd@o dessas técnicas. A quimioterapia, diferente da cirurgia e da radioterapia, ¢
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utilizada em tratamento sist€émico, ou seja, que atua em todo corpo, a base de farmacos
que impedem a reproducdo celular e, conseqiientemente, levam as células a morte. Estes
farmacos podem ser ministrados isoladamente ou combinados, sendo que a ultima a-
presenta resultados mais eficazes, pois consegue maior resposta a cada aplicag@o, dimi-
nuindo o risco de resisténcia e conseguindo atingir as células em diferentes fases do seu
ciclo (CARVALHO et al., 2003).

O controle do cancer, que lidera a segunda maior causa de morte no mundo, po-
deria ser beneficiado pelas terapias alternativas (REDDY et al., 2003). O uso de produ-

tos naturais ja ¢ uma solucdo, pois, a maioria dos antineoplasicos ¢ de origem natural.

2.5.1 - Drogas antitumorais originadas de Plantas

No processo de descoberta de drogas antitumoral, o screening pré-clinico no
Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (US-NCI) em linhagens tumorais hu-
manas in vitro e selecdo de testes in vivo ajuda a identificar a maioria das drogas ativas
contra células alvos. No proximo estagio de desenvolvimento de drogas, ensaios toxico-
logicos, de producdo e de formulagdo sdo realizados antes da droga iniciar uma triagem
clinica (LEE, 1999).

Um grande numero de drogas usadas no tratamento do cancer atualmente vem
sendo sintetizada a partir dos produtos naturais. Desde 1961 sete compostos derivados
de plantas tém sido usados como drogas anticancerigena nos EUA, como: vimblastina
(23), vincristina (24), etoposideo (25), tenoposideo (26), paclitaxel (27), vinorelbina
(28) e mais recentemente em 1996, docetaxel (29), topotecan (30) e irinotecan (31) (Fi-
gura 6). Outros onze agentes estdo sendo usados na medicina chinesa, sendo todos con-
siderados farmacos importantes introduzidos na terapéutica nos ultimos 20 anos ¢ fun-
damentais para o renascimento do interesse nos produtos naturais por parte da industria

farmacéutica (WANG e LEE, 1997).
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Figura 6: Estruturas de algumas drogas antitumorais.

A camptotecina (32) e do taxol (33) (Figura 7) tém muito mais em comum do
que apenas seu uso terapéutico, pois ambos os farmacos foram descobertos no mesmo
grupo de pesquisa. Em 1966, Wall e colaboradores relataram, pela primeira vez, o iso-
lamento da camptotecina a partir de uma arvore chinesa, Camptotheca acuminata
(WALL et al., 1966; OBERLIES ¢ KROLL, 2004).

Na década de 60, época da descoberta da camptotecina, o grupo do pesquisador
Wall estudava a atividade citotoxicade de C. acuminata e o National Cancer Institute
(NCI) dos EUA, selecionou o extrato das cascas de Taxus brevifolia para avaliagdo de
sua eventual atividade antitumoral. Entretanto, nos modelos in vivo utilizados pelo NCI,
este extrato ndo foi muito ativo. Entre 1986 €1995, a forte pressao de militantes ambien-
talistas motivou intensos esfor¢cos no sentido de se encontrar fontes naturais alternativas
para o taxol. O insucesso nestas iniciativas culminou quando, em 1994, a Bristol-Myers
Squibb decidiu interromper o uso das cascas de T. brevifolia (WALL e WANI, 1998).

Wall prosseguiu o estudo do fracionamento e isolou o taxol em 1966 e observou
uma forte correlacdo entre a atividade citotoxica in vitro em células 9KB e a atividade
antitumoral in vivo (OBERLIES E KROLL, 2004). Estas duas substancias, a camptote-
cina e o taxol foram aprovadas pelo Food and Drug Administration (FDA) dos EUA,
em 1966, e atualmente sdo comercializadas pela Pfizer, para tratamento de cancer de
colon e de ovario (VIEGAS JUNIOR, et al., 2006).

Estes fatos, certamente t€m estimulado a busca por novos agentes com potencial
antitumoral a partir de fontes naturais, com a finalidade de obter novos protétipos, com
mecanismos de a¢ao mais seletivos, eficazes contra tumores resistentes ¢ menor toxici-

dade, buscando uma melhor terapéutica.
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Figura 7: Estrutura das duas principais drogas antitumorais.

2.6 - Familia Vochysiaceae

A familia Vochysiaceae esta composta por arvores e arbustos tropicais compre-
endendo oito gé€neros e 200 espécies, sendo que o género Vochysia é encontrado em
mais da metade deles. No Brasil ocorrem sete géneros ¢ 150 espécies (SOUZA e LO-
RENZI, 2005). Os géneros mais importantes sdo Callisthene (10 espécies), Qualea (60
espécies), Salvertia (uma espécie) e Vochysia (105 espécies), (HEYWOOD, 1993).

Virios estudos fitoquimicos de Vochysiaceae tém sido voltados, especialmente
para o género Vochysia. Derivados do 4cido elagico (34) foram reportados em Vochysia
acuminata e V. thyrsoidea (CORREA et al, 1975). O 5-deoxy-flavones foi isolado das
folhas de Vochysia, Qualea e Salvertia (LOPES et. al., 1979). A vochysine (35) (Figura
8), uma pirrolidgflavona, foi isolada das hastes de Vochysia guianensis (BAUDOUIN,
et al., 1983). Além disso, o género Vochysia ¢ uma fonte rica de terpendides. O acido
bartogenico e o vismiaefolico foram encontrados nas hastes de Vochysia vismiaefolia
(ARAUIJO et. al., 1990). Enquanto V. divergens contém p-sitosterol (36) e acido betu-
linico (37) e acido sérico (38) (HESS et al.; 1995), acido divergidico (39), acido 24-
hidroxi-tormentico(40) e o éster glucopiranosil(41) (HESS e DELLE MONA-
CHE,1999), 4cido tormentico (BORTALANZA et al.; 2002). Em Vochysia ferruginea
foi reportado uvaol(42), eritrodiol (43), acido ursdlico (44), acido oleandlico (45), acido
6p-hidroximaslinico (46), p-sitosterol-glicosilado (47) (Figura 9), 4cido 2a, 3p-
dihidroxi-12- em-28-6ico, acido 20, 3B-dihidroxioleano-12-en-28-06ico, belericagenina

A eocéster (28 1) B-D-glucopiranosil (belericasideo A) (ZUCARO et al.; 2000).
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Figura 8: Estrutura quimica do acido eldgico e da vochysine.
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Figura 9: Estruturas de alguns compostos isolados de espécies do género Vochysia.

Varias espécies de Vochysia tém sido estudadas na medicina popular da Améri-
ca Latina, e um grande nimero de relatos descreve a atividade bioldgica destas plan-
tas. V. divergens ¢ usada contra infec¢cdes e asma (POTT e POTT, 1994). Compostos
isolados de origem destas espécies tém evidenciado poder antifungico (HESS et. al.,
1995), analgésica (BORTALANZA et al., 2002), antibacteriana (HESS et al., 1997). A
atividade antiinflamatdria e analgésica foi reportada nos extratos alcoolico de V. ferru-

ginea (CALDERON et al., 2001).

2.6.1 - A espécie Vochysia cinnamomea Pohl

A planta Vochysia Cinnamomea Pohl, também conhecida popularmente como
quina-doce, casca-doce e pau-doce, (Figura 10) ¢ uma arvore que pode medir de 4-7
metros de altura, dotada de copa globosa pequena, com ramos e folhas cobertos por
tormento marrom-esbranquicado (cor de canela). Ocorre nos estados do Brasil Central,
nos cerrados e campos cerrados. Esta planta é freqliente nos cerrados de altitudes supe-
riores a 800 m e também encontra-se no Paraguai. A madeira é empregada localmente,
para confec¢do de cangas para bois, constru¢des rusticas, bem como para lenha e car-
vao. A casca ¢é reputada como medicinal e ela floresce exuberantemente durante os me-
ses de margo- abril. Os frutos
amadurecem em

(LORENZI,

agosto-setembro
1998).
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Figura 10: Foto de V. cinnamomea, UEG, Anapolis-GO, LIMA, R.S.,
setembro de 2008.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais e reagentes utilizados

-Cromatografias:

A cromatografia em coluna (CC) foi realizada, utilizando-se silica gel tipo 60
Merck, 70-230 e 60-200 mesh, como adsorventes.

A cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi efetuada sob placas
de cromatofolhas de aluminio como suporte e silica gel 60 F»s4 como adsorvente.

Os cromatogramas foram revelados usando a ldmpada ultravioleta (A = 254 e
365 nm) e solucgdo de vanilina 4cida seguido de aquecimento com o secador serigrafico

Skil 1800 W.

- Solventes:

Os solventes e reagentes utilizados foram produtos analiticamente puros QHE-
MIS, NEON e DINAMICA: etanol, hexano, diclorometano, acetato de etila, éter etilico,
éter de petroleo e acetona.

Para a obteng@o dos espectros de RMN foram utilizados solventes deuterados
analiticamente puros (cloroféormio e dimetilsufoxido) da marca MERCK e ALDRICH ¢
como referéncia interna tetrametilsilano (TMS).

- Células:
As linhagens utilizadas, MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 ( c6lon-humano),

SF-295 (sistema nervoso central), foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (U-
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SA), tendo sido cultivadas em RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bo-
vino e 1% de antibidticos, incubadas em estufa a 37° C e atmosfera contendo 5% de

CO;.

3.2. Equipamentos:

Evaporador: rotativo TECNAL (TE120) e Quimis
Moinho de facas tipo croton Modelo MA-580
Espectrometro de RMN:

Bruker Advanced 3 — 500 MHz— 11, 75 Tesla - DQ-UFG

3.3 - Material Botéanico

3.3.1- Vochysia cinnamomea — Coleta

As cascas do caule (2,35 Kg) e as folhas (974 g) de Vochysia cinnamomea foram
coletadas durante o més de setembro de 2008, no Campus da Universidade Estadual de
Goias (UEQG) na cidade de Anapolis — GO, Brasil.

A identificagcdo do material botanico foi feita pela Professora Dra. Mirley Lucie-
ne dos Santos da Unidade Universitaria de Ciéncias Exatas e Tecnologicas da UEG,
tendo sido duas exsicatas da mesma incorporada ao acervo do Herbario desta institui-

¢do, cujos numeros de registros sdo 6988 e 6989.

3.3.2 - Obtencao dos extratos brutos

As cascas do caule e as folhas de V. cinnamomea foram secas em estufa com
circulagdo de ar a 50 °C durante 72h, e depois pulverizadas em moinhos de facas tipo
croton modelo MA-580. Em seguida transferiu-se os materiais vegetais para erlenme-
yers de 2 L em contato com etanol P.A durante 5 dias. Filtrou-se o material concentra-

do, a seguir o solvente foi evaporado em um rotaevaporador TECNAL modelo TE
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120 sob pressio reduzida, numa temperatura que variou entre 40 °C a 46 °C, fornecendo

os extratos brutos das cascas do caule e das folhas de acordo com as figuras 11 e 12.

Cascas

2.350 Kg

Extrato etandlico
VCCCE Residuo
134 ¢

Figura 11: Fluxograma de obteng@o do extrato bruto das cascas de V. cinnamomea.

Folhas
974 g
Extrato etandlico
VCFE Residuo

9% g

Figura 12: Fluxograma de obtencdo do extrato bruto das folhas de V. cinnamomea
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3.3.3 - Fracionamento do extrato bruto

O extrato etandlico das cascas do caule foi ressuspendido em etanol e agua 1:3
(750 mL de etanol para 250 mL de agua), e em seguida particionou-se pelo processo
liquido-liquido. A particdo foi feita por ordem crescente de polaridade dos solventes:
hexano, diclorometano e acetato de etila. O procedimento utilizado para o fracionamen-

to do extrato etandlico da planta (VCCCE) esta representado na Figura 13.

Extrato etanolico
VCCCE
134 g

Hexano CH,Cl, ACOEt Hidroalcoolico
VCCCEH VCCCED VCCCEA
70 g 15,0 g 6,0¢g 12,0 g

Figura 13: Fluxograma da particao liquido-liquido do extrato VCCCE.

O extrato etanodlico das folhas de V. cinnamomea foi fracionado em uma coluna
cromatografica de vidro com celulose D microcristalina em solventes por ordem cres-
cente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, conforme descri-

to na Figura 14.

Extrato etanolico
VCFE
52¢g

Hexano AcOEt Metanol
VCFEH VCFEA 6,3¢g
0,800 g 1,8029 g

Figura 14: Fluxograma do fracionamento com celulose do extrato VCFE.
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O resumo do fracionamento dos estudos dos extratos etandlico das cascas do caule e das

folhas se apresenta na tabela 2.

Tabela 1 - Resultados do fracionamento com celulose do extrato das folhas e da parti-
¢do liquido-liquido das cascas do caule de V. cinnamomea.

EXTRATO ETA- Fracio CODIGO Quantidade
NOLICO
Hexano VCFEH 0,8 mg
Folhas Diclorometano VCFED 1,24 ¢
S2¢g AcOEt VCFEA 1,80 ¢g
MeOH VCFEM 63¢g
Hexano VCCCEH 70g
Cascas do caule Diclorometano VCCCED 150¢g
134 ¢ AcOEt VCCCEA 6,0g
Hidroalcoodlico VCCCE-W 12,0 g

3.3.4 — Isolamento e purificacio dos constituintes quimicos de V. cin-
namomea:

3.3.4.1 — Obtencao das substiancias do extrato hexianico de VCCCEH.

O fracionamento do extrato hexanico das cascas do caule de V. cinnamomea foi
realizado pelo processo de cromatografia em coluna de vidro de didmetro 5,0 cm, usan-
do como fase estacionaria silica gel 60 (70-230 Mesh), com mistura de solventes hexa-
no:AcOEt com o gradiente de polaridade crescente. Iniciou-se o empacotamento da
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coluna com uma solugd@o a hexano:AcOEt 2%, terminando o processo de fracionamento
com AcOEt analiticamente puro. Foram coletadas 104 subfragdes. Apos a evaporacio
do solvente, foi realizada a cromatografia em camada delgada analitica das aliquotas em
ordem de trés em trés. As subfragcdes que tinham o mesmo Rfs foram reunidas como
mostra o fluxograma da Figura 17.

A fracdo que continha as aliquotas 70-93 apds evaporagdo do solvente foi pesada
¢ a massa obtida era suficiente para um novo fracionamento, seguiu-se entdo com o no-
vo fracionamento em coluna de vidro de diametro 2,5 cm com mistura de solventes he-
xano:AcOEt 15%. Apos realizar a CCDA constatou que as aliquotas 22-29 estavam
teoricamente puras e apresentavam o mesmo Rfs, entdo foram reunidas e a substancia

isolada foi denominada de 22-29 HAH, Figura 15.

VCCCEH
6,0g

100-104
0,1884 ¢

1-8 9-23 24-53 54-69
0,175 g 0,0187 g 0,886 g 0,0666 g
1-8 HAH 9-10 HAH 17-19HAH 20-21 HAH 30-45 HAH 46-54HAH
3,6 mg 1,1 mg 17,4 mg 10,6 mg 8,6 mg 10,4mg

11-16HAH
27,3 mg
Figura 15: Fluxograma do isolamento da substancia 22-29 HAH do extrato VCCCEH.

As aliquotas 94-99 apo6s serem reunidas, passaram por um processo de recristali-

zagdo com hexano P.A, na tentativa de obter o sélido puro, mas como amostra nao fi-
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cou totalmente pura, foi submetida a um novo fracionamento em coluna de vidro de 5,0
cm de didmetro em hexano:AcOEt 20%, com o aumento do gradiente de polaridade.
Apos a realizagdo da CCDA, as amostras ndo apresentaram puras, entdo realizou-se

um novo fracionamento, isolando a substancia 1-13 HAH3 como mostra a figura 16.

94-99 VCCCEH-W
930 mg

22-30 HAH2 46-60 HAH2 74-90 HAH2 103-120 HAH2 134-148HAH2 164-170HAH2
52 mg 6,2 mg 94 mg 100 mg 43 mg 50 mg
1-21 HAH2 31-45SHAH2 61-73HAH2 121-133 HAH2 149-163HAH2
7,7 mg 9,5 mg 40,3 mg 39 mg 72 mg
1-13 HAH3 14-24 HAH3 25-54 HAH3 55-123 HAH3
27,0 mg 1,6 mg 1,2 mg 8,3 mg
Recristalizacao

Figura 16: Fluxograma do isolamento da substancia 1-13 HAH3 do extrato VCCCEH.
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3.3.4.2 — Obtencio das substincias da fracio de VCCCED

O extrato diclorometano das cascas do caule de V. cinnamomea de originado do
processo de parti¢do liquido-liquido (VCCCED) como apresentado no fluxograma da
Figura 13 foi submetido a4 cromatografia em coluna de vidro de didmetro 5,0 cm, com
silica gel 60 (70-230 Mesh) como fase estacionaria. Apos a andlise de CCDA escolheu a
mistura de solventes DCM:MeOH 5% como fase movel e foi aumentando o gradiente
de polaridade durante o processo até MeOH analiticamente puro. Foram coletadas 42
subfragdes. As amostras que apresentaram Rfs similares em CCDA foram organizadas

de acordo com o fluxograma da Figura 17.

A subfragdo 5-10 D1 foi submetida a um novo fracionamento com uma solugao

de DCM:MeOH 2% com o aumento do gradiente de polaridade.

VCCCED
12,0 g

1-2 D1 3-4 Dl 5-10 D1 11-27 D1 28-42 D1

0,029 g 0,0934 g 5,086 g 32817 g 3,1760 g
1-5D2 6-12 D2 13-17 D2 18-25 D2 26-37 D2 38-42 D2 43-74 D2
1,4 mg 22,9 mg 8,5 mg 60,2 mg 86,9 mg 859 mg 540 mg

Figura 17: Fluxograma do fracionamento do extrato de DCM de VCCCED.
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3.3.4.3 — Fracionamento das subfracoes 38-42 D2 e 43-74 D2

As subfracdes 38-42 D2 e 43-74 D2 foram submetidas ao fracionamento em
coluna de vidro usando silica gel 60 (60-200 Mesh) como fase estacionaria e como fase
movel uma mistura de hexano:AcOEt. Dessas fra¢des foram isoladas as substancias 61-

65 HD5 e 09HD7 conforme representado nos fluxogramas das figuras 18 e 19.

38-42 D2
859 mg

1-15 HD5 l 23-33 HD5 46-60 HD5

76-80 HDS
22,m9 mg

66-70 HDS
105 mg

91-96 HDS

4,0 mg 4,6 mg 9,5 mg 25 mg

53 mg

97-110 HD5 J

16-22 HDS 34-45 HDS 71-75 HDS 81-90 HD5
1,8 mg 5,5 mg 63 mg 21 mg

Figura 18: Fluxograma do isolamento da substincia 61-65 HD5 do extrato de DCM.
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43-74 D2
540 mg

38-45 HD6 61-66 HD6 89-105 HD6 121-133HD6 151-169 HD6
8,9 mg 48 mg 69 mg 14 mg 114 mg
1-37 HD6 46-60 HD6 67-88 HD6 106-120 HD6 134-150 HD6
5,0 mg 61 mg 144 mg 54 mg 15 mg
Recristalizacdo

Figura 19: Fluxograma do isolamento da substancia 099HD7 do extrato de DCM.

3.3.5 — Fracionamento dos extratos de VCFED eVCFEA.

Os extratos de diclorometano e de acetato de etila das folhas de Vochysia cinna-
momea oriundos da partigdo com celulose microcristalina D foram submetidos ao fra-
cionamento com silica gel 60 (60-230 Mesh) como fase estacionaria € uma mistura de
hexano:AcOEt como fase movel.

A substancia B foi obtida da fra¢dao do fracionamento do extrato de diclorometa-
no, apos coletar as fragdes e evaporar o solvente, observou-se a formagao de um soélido
branco que foram transferidos com uma espatula para outros frasquinhos, em seguida
fez-se a CCDA e constatou que estavam puras e que os Rfs eram parecidos, entdo fo-

ram reunidas e denominadas de substancia B, (Figura 20).
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Figura 20: Fluxograma do isolamento da substancia B (VCFED) do extrato de DCM.

A fragdo de acetato de etila, ap6s o fracionamento e evapora¢do do solvente
observou-se que nas aliquotas 51-55 a formag¢@o de um so6lido amarelado que foi trans-
ferido para frasquinhos limpos e efetuado a CCDA. Verificando que as fracdes encon-
travam-se ainda impuras, mas os Rfs eram similares entdo foram reunidas e lavadas com
acetona e depois deixadas em processo de recristalizagdo com metanol P.A. Apds a e-
vaporagdo do solvente foi novamente transferida para outro frasquinho e pesada. Repe-
tiu a CCDA, conferindo que estava pura a denominamos de B1 como esta representada

na figura 21.
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Figura 21: Fluxograma do isolamento da substincia (VCFEA) do extrato de AcOEt.

3.4 — Ensaios biologicos

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria foram utilizados camundongos
Swiss, fémeas pesando entre 20 a 40g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO)
do Instituto de Farmacologia da Universidade Federal de Goids. Os animais foram man-
tidos sob condigdes ambientais controladas. A rag@o so6 foi retirada apos a inje¢do sub-
cutanea das substancias utilizadas, mantendo-se a agua durante todo o tempo. O expe-
rimento foi realizado de acordo com as normas do Comité de Etica em Experimentagio
Animal da UFG. O experimento foi realizado em triplicata. Como controle positivo foi

usado a indometacina um anti-inflamatorio ndo esteroidal.
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3.4.1 — Avaliacao da Atividade Antinociceptiva

3.4.1.1 — Contor¢des abdominais induzidas por acido acético

A metodologia utilizada ¢ a descrita por (KOSTER, 1959). Foram utilizados
grupos experimentais de camundongos swiss que foram tratados com veiculo (DM-
SO:H,0 3% n =9, subcutaneo) lupeol 10 mg/kg (n= 10, subcutaneo), acido betulinico
(n = 10, 30 mg/kg subcutaneo) e indometacina (n = 10, subcutaneo). Todos os grupos
receberam acido acético 1,2% ( v/v intraperitonial 45 minutos apds os tratamentos). O
numero de contor¢cdes abdominais, que a contracdo da parede abdominal seguida pela
extensdo de ao menos uma das patas posteriores (TORNOS et al., 1999), foram conta-
das acumulativamente em 30 minutos de avaliagdo. Os resultados foram expressos co-
mo as médias + erro padrdo (EPM) dos numeros de contor¢des abdominais acumuladas

em 30 minutos de avaliagao experimental.

3.5 — Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao das médias (EPM). As
diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas pela andlise de
varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Turkey. Consideram-se como valores signifi-
cantes aqueles cujo p < 0,001, p<0,01 e p <0,05. Para analise dos dados foi utilizado o

software Graph Pad Prism 3.0.

3.6 — Analise da Atividade Antitumoral

3.6.1 — Teste do MTT

A andlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no pro-
grama de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa
mais de 10.000 amostras a cada ano ( SKEHAN, et al.; 1990). E um método rapido,

sensivel e barato.
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Foi descrita primeiramente por Mosmann em 1983 e modificado por Alley em
1996, tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabolico da célula. E
uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) e azul de formazan, a partir de enzimas mi-

tocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas.

As células foram plaqueadas na concentragdo de 1x10° céls./100uL, para célu-
las aderidas. Os diversos compostos foram acrescidos em concentragdo de Spg/mL
(substancias puras) em dose Unica. Foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de
CO; a 37°C. Antes do término do periodo de incubagio, as placas foram centrifugadas e
o sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 200uL da solugdo de
MTT ( sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida

apos dissolugdo do precipitado com DMSO em espectrofotometro de placa a 550nm.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Determinacao Estrutural das Substancias Isoladas

O estudo fitoquimico de Vochysia cinnamomea resultou no isolamento de 6
substancias da casca do caule e das folhas. Cinco pertencem 4 classe dos terpenoides e
foram classificadas como triterpenos (22HAH, 61-65 HDS5, 09HD7, 101-105 VCFED e
51-55 VCFEA) e um esterdide (1-13 HAH3). As substancias 61-65 HD5 e 09HD7 fo-
ram comparadas os espectros d¢ RMN 'H e RMN "°C e verificou que se tratava da

mesma substancia.

4.1.2 - Identificagdo do lupeol H1 (22HAH)

(22 HAH)

A substancia 22 HAH foi isolada da fracao hexanica (VCCCEH) através da co-
luna de cromatografia de adsor¢ao em silica, conforme descrito no item 3.3.4.1
(Figura 15, p. 31) obtendo ap6s a evaporagdo do solvente, um sé6lido branco soluvel em
diclorometano. A identificacio foi realizada através da espectroscopia de RMN 'H e
RMN "C. No espectro de RMN 'H (Figura 22), foi observada a presenca de seis sin-
gletos referentes a hidrogénios metilicos, estes sinais aparecem em: oy 0,75; oy 0,84; oy
0,96; oy 1,02; 6y 1,17 e 05 1,28 e ainda um singleto em oy 1,7 caracteristico de hidro-
génios de metila ligada a um carbono insaturado H-30. Foi observado também, um du-

bleto em oy 4,71 (dl; J = 2,4Hz) ¢ um multipleto em oy 4,56 (m; J = 2,4Hz ¢ 1,5Hz)
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referentes aos hidrogénios vinilicos H-29 da ligagdo dupla terminal. A presenca desses

sinais sugeriu que a substancia 22 HAH tratava-se de um triterpeno com esqueleto lu-
pano. A presenca de um duplo dubleto em 6y 3,23 (dd; J=11,6 HzeJ =54 Hz ) ¢

relativo ao hidrogénio carbinélico H-3. A constante de acoplamento para este sinal su-
geriu a posi¢do P para a hidroxila. Os dados de RMN 'H de 22HAH (TABELA 2) foram
comparados com os dados da literatura para o lupeol (SILVA, 2004).

Tabela 2 — Dados espectroscopicos de RMN 'H da substancia 22HAH em CDCl;

Hidrogénios 8y 22HAH, 500MHz S (SILVA,2004) 400MHz
H-3 3,23,dd (IH,J=5,4e 11,6Hz)  3,18,dd(1H,J=5,4 ¢ 10,8Hz)
H-19 2,37, m (1H) 2,37, m (1H)

H-21 1,37, m (1H), 1,93, m (1H) 1,35, m (1H), 1,91m (1H)
H-23 1,17, s (3H) 0,97, s (3H)

H-24 0,75, s (3H) 0,76, s (3H)

H-25 0,96, s (3H) 0,83, s (3H)

H-26 1,28, s (3H) 1,03, s 3H)

H-27 1,02, s (3H) 0,94, s (3H)

H-28 0,84, s (3H) 0,79, s (3H)

H-29 4,71,d1 (1H, J = 2,4Hz) 4,69, d (1H, J=2,4Hz)

4,56, m (1H) 4,50, m (1H)
H-30 1,7, m 3H) 1,68, s (3H)

O espectro de RMN "°C (Fig. 23, p.43) e os dados (Tabela 3, p.42) indicou a
presenca de 30 atomos de carbonos, sendo o sinal dc 80,4 referente a um carbono carbi-
nolico e dois sinais em dc 152,6 ¢ d¢c 110,9 referentes a carbonos olefinicos. Apos
analise destes dados pode-se identificar a substincia 22 HAH como sendo o lupeol. Os

dados encontrados na literatura (SANTOS 2005) confirmam a determinagao estrutural.
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Tabela 3- Dados espectroscopicos RMN °C da substancia 22 HAH em CDCls

C 8¢ 125 MHz 8¢ ( SANTOS 2005) 50 MHz
1 39,8 38,6
2 29,4 27,3
3 80,4 78,9
4 38,8 38,8
5 56,8 55,2
6 20,5 18,3
7 35,8 34,2
8 41,3 40,8
9 52,3 50,4
10 37,0 37,1
11 20,9 20,9
12 26,6 25,1
13 38,5 38,0
14 42,6 42,8
15 27,4 27,4
16 35,5 35,5
17 44,4 42,9
18 50,0 48,2
19 47,9 47,9
20 152,6 150,9
21 30,9 29,8
22 39,9 39,9
23 27,9 27,9
24 14,7 15,3
25 16,5 16,0
26 15,9 15,9
27 13,4 14,5
28 18,0 17,9
29 110,9 109,3
30 22,6 19,2
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4.1.3 - Identificagdo do B- Sitosterol (1-13HAH3)

1-13HAH3
A substancia H3 (1-13HAH3) foi isolada da fragdo de hexano (91-102 HAH?2),

conforme descrito na figura 16 (p.32). O esteroide foi identificado através de dados de
RMN 'H e RMN "C.

No espectro de RMN 'H (Figura 24, p.46) observou-se a presenga de um multiple-
to em oy 5,38 referente ao H-6 da insatura¢do e um sinal em 6y 3,5 multipleto, refe-
rente a0 H-3 carbinodlico. Foi observado também varios sinais referentes a hidrogénios
metilicos, metilénicos e metinicos na regido que compreende entre dy 0,65 — 2,33 ca-

racteristicos do esqueleto esteroidal, como mostra a tabela 4.

Tabela 4 — Dados espectroscopicos RMN 'H da substancia 1-13HAH3 em CDCls

Hidrogénios Sy 1-13HAH3, 500MHz 81 (KROGH, 2001) 200MHz
H-3 3,5, m, (1H) 3,5, m, (1H)

H-6 5,38, m, (1H) 5,3, m, (1H)

H-18 0,65, s, (3H) 0,68, s, (3H)

H-19 1,00, s, (3H) 1,00, s, 3H)

H-21 0,92, d, (J= 6,5 Hz, 3H) 0,92, d, (J= 6,5 Hz, 3H)
H-26 0,83, d, (J=6,8 Hz, 3H) 0,83, d, (J=6,8 Hz, 3H)
H-27 0,81, d, (J= 6,8 Hz, 3H) 0,81, d, (J= 6,8 Hz, 3H)
H-29 0,84,t, (J="7,2 Hz, 3H) 0,84, t, (J="7,2 Hz, 3H)

O espectro de RMN"C (Figura 25, p.46 ) e os dados (TABELA 5) indicou a
presenga de 29 atomos de carbonos, sendo o sinal d¢ 73,7 referente a um carbono car-
binolico C-3 e dois sinais em 6c 142,6 ¢ 6c 123,6 oreferentes a C-5 ¢ C-6 da insatura-

¢do do esqueleto esteroidal. Apos analise destes dados pode-se identificar a substancia
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1-13 HAH3 como sendo o B-sitosterol. Os dados encontrados na literatura (KROGH,
2001) confirmam a determinacdo estrutural.

Tabela 5- Dados espectroscopicos RMN'?C da substancia 1-13 HAH3 em CDCl;

Carbonos dc 125 MHz dc (KROGH, 2001) 50 MHz
C-1 37,6 37,3
C-2 31,8 31,7
C-3 73,7 71,8
C-4 42,3 42,3
C-5 142,6 140,8
C-6 123,6 121,7
C-7 31,8 31,9
C-8 31,8 31,9
C-9 52,1 50,1
C-10 36,5 36,5
C-11 21,1 21,1
C-12 40,8 39,8
C-13 444 42,3
C-14 47,3 46,7
C-15 24,7 243
C-16 28,2 28,2
C-17 58,6 56,1
C-18 11,9 11,9
C-19 19,4 19,4
C-20 36,0 36,2
C-21 18,8 18,8
C-22 334 33,9
C-23 27,3 26,1
C-24 46,0 46,0
C-25 30,6 28,9
C-26 19,8 19,8
C-27 20,6 19,0
C-28 23,1 23,1
C-29 14,1 12,3
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4.1.4 - Identificacdo do acido betulinico (09HD7)

09HD7

A substancia 61-65 HDS e (09HD7) foi isolada da fracdo de diclorometano (38-
42 D2 e 67-88HD6), conforme descrito na figuras 18 e 19 (p.34 e 35). O triterpeno foi
identificado através de dados de RMN 'H e RMN C ¢ ao comparar os espectros obser-
vou-se que tratava da mesma substancia.

O espectro de RMN 'H (Figura 26, p.49) apresentou sinais em oy 4,76 (singleto)
e Oy 4,62 (singleto, H-29), um sinal de hidrogénio carbindlico em 6y 3,2 (dd, J= 5,4 Hz
e 11,5 Hz, H-3), um sinal de hidrogénio metinico em 6y 3,02 (ddd, J= 4,5, 10,9 ¢ 12,5
Hz, H-18) e sinais de seis hidrogénios metilicos na regido de dy 0,83 a 1,70, como mos-

tra os dados da tabela 6.

Tabela 6 — Dados espectroscopicos RMN 'H da substancia 09HD7 em CDCl;

Hidrogénios 8y 09HD7, S00MHz 81 (VANDRESEN, 2005) 300 MHz
H-3 3,20, dd (J= 5,4 11,5 Hz, 1H) 3,18, dd (J=5,4 ¢ 10,8Hz , 1H)
H-23 0,98, s (3H) 0,96, s (3H)
H-24 0,74, s (3H) 0,76, s (3H)
H-25 0,83, s (3H) 0,82, s (3H)
H-26 0,92, s (3H) 0,94, s (3H)
H-27 1,20, s (3H) 0,98, s (3H)
H-29 4,76,d (J= 2,0 Hz, 1H) 4,74,d (J= 1,5 Hz, 1H); 4,61, d
4,62, d (J=2,0 Hz, 1H) (J=1,5Hz,1H)
H-30 1,70, s (3H) 1,68, s (3H)
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No espectro de RMN °C  (Figura 27, p.49) e os dados (TABELA 7) apresentou os si-
nais em 6c¢ 181,5 do carbono carboxilico do acido (C-28), em ¢ 81,2 do carbono car-
bindlico (C-3) , em oc 111,2 do carbono metilénico (C-29) e em 6c 152,1 , do carbono
vinilico (C-20). Os dados de RMN foram comparados com os da literatura (VANDRE-
SEN, 2005) e mostraram-se concordantes para o triterpeno acido betulinico (4cido 38-

hidréxi-lup-20(29)-en-28-6ico).

Tabela 7- Dados espectroscopicos RMN "*C da substancia 09 HD7 em CDCl;

C Sc 125 MHz c (VANDRESEN, 2005) 75,45 MHz
1 40,0 39,0
2 28,6 27,6
3 81,2 79,2
4 38,4 38,9
5 56,5 55,5
6 18,5 18,5
7 33,4 34,5
8 40,9 40,9
9 50,7 50,7
10 37,4 37,4
11 22,8 21,0
12 26,5 25,7
13 38,5 38,5
14 42,7 42,6
15 31,3 30,7
16 32,3 32,6
17 57,8 56,4
18 46,9 47,0
19 49,1 49,4
20 152,1 150,6
21 29,9 29,9
22 36,1 37,2
23 28,2 28,2
24 15,5 15,5
25 16,2 16,2
26 16,7 16,3
27 15,3 14,9
28 181,5 178,6
29 111, 109,9
30 19,9 19,5
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Figura 26: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) do 61-65 HD5 e 09 HD7.
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4.1.5 - Identificacao do acido ursolico (51-55 VCFEA)

51-55 VCFEA

A substancia (51-55 VCFEA) foi isolada da fragdo de acetato de etila, con-
forme descrito na figura 21 (p.37). O triterpeno foi identificado através de dados de
RMN 'H e RMN "C.

O espectro de RMN 'H (Figura 28, p.52) e (Tabela 8) apresentou tripleto
largo em &y 5,27 , referente ao H-12 olefinico (t, J= 6,7 Hz), e um sinal em 6y 3,24
referente ao H-3 carbindlico (dd, J= 10,9 e 5,3 Hz) e um sinal em oy 2,19 atribuido ao
H-18, (d, J= 11,6 Hz). Observaram-se também os singletos relacionados a cinco sinais
referentes aos hidrogénios metilicos em 6y 1,14; 1,07; 1,00; 0,78 e 0,71 (H-27, H-23,
H-24, H-26, H-25).

Tabela 8 — Dados espectroscopicos RMN 'H da substancia 51-55 VCFEA em CDCl;

Hidrogénios 8 51-55VCFEA, 500MHz 8y (JORGE, 2005) 300,06 MHz
H-2 1,55, dd 1,55, dd (J=9,1 ¢ 3,3 Hz)
H-3 3,24, dd (J=10,9 Hz e 5,3Hz) 3,14,dd (J= 11,5 ¢ 5,1 Hz)
H-9 1,61 m 1,61 m

H-11 1,92 m 1,92 m

H-12 5,27, t 522t

H-18 2,19 d (J=11,6 Hz) 2,19-1,37m

H-20 1,62 m d (J= 12 Hz)

H-19 1,36 m 1,321,62 m

CH;- 29 0,87 d (J=6,3 Hz) 0,87 d (J= 6,3 Hz)

CH;- 30 0,95 d (J=4,8 Hz) 0,95 d (J= 4,8 Hz)
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No espectro de RMN °C (Figura 29, p.52 ) e os dados (Tabela 9) apresentou os
sinais em dc 182,8 do carbono carboxilico do acido (C-28), em 6c 80,4 do carbono
carbinodlico (C-3) , em dc 139,4 e oc 127,5 (C-12 e C-13) sinais relacionados aos car-
bonos olefinicos. Os dados de RMN foram comparados com os da literatura (JORGE,

2005) e mostraram-se concordantes para o triterpeno acido ursolico.

Tabela 9- Dados espectroscopicos RMN °C da substancia 51-55VCFEA em CDCl;

C Sc 125 MHz Sc (JORGE, 2005) 75,5 MHz
1 38,9 38,1
2 26,0 27,8
3 80,4 79,1
4 39,8 39,8
5 56,0 56,7
6 19,3 19,4
7 34,7 34,3
8 39,9 39,9
9 49,5 48,0
10 38,1 38,1
11 24,3 24,3
12 127,5 127,0
13 139,4 139,8
14 43,7 432
15 30,2 29,1
16 25,2 25,2
17 48,0 48,0
18 54,0 54,4
19 40,7 40,7
20 40,4 40,4
21 32,5 31,7
22 41,2 40,4
23 28,6 28,7
24 13,8 15,9
25 16,3 16,3
26 17,5 17,5
27 24,0 24,0
28 182,8 181,9
29 18,0 17,7
30 22,8 21,5
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4.1.6 - Identificacdo da a-amirina e B-amirina (101-105 VCFED)

24 23

p-amirina

o-amirina

A substancia (101-105 VCFED) foi isolada da fragao de diclorometano, con-
forme descrito na figura 20 ( p.36). Os triterpenos foram identificados através de dados
de RMN 'He RMN "C.

O espectro de RMN 'H (Figura 30, p.56) traz informacdes importantes para a

classificagdo dos triterpenos presentes na mistura. Hidrogénios olefinicos possuem um
deslocamento quimico especifico na faixa de oy 4,5-7,5 devido ao efeito de desblinda-
gem exercido pela nuvem eletronica da dupla liga¢do. Nesta regido do espectro verifi-
cam-se dois tripletes em oy 5,27 (t, J= 3,6 Hz) e du 5,25 & (t, J= 3,6 Hz) (Figuras 30 e
31, p.56). Pelo fato de um dos carbonos envolvidos na dupla ligagdo ser quartenario (C-
13) e, portanto ndo possuir hidrogénios, conclui-se que os sinais verificados sdo perten-
centes ao hidrogénio de C-12. Este proton acopla com os dois hidrogénios H-11, resul-
tado em um triplete para a-amirina e um para -amirina.
Esta diferenca ¢ explicada pela presenga do grupamento 19-a-CHj; (equatorial), que
exerce efeito sobre H-12 nas séries ursan-12-eno, afetando estericamente o valor de
deslocamento deste proton. Como em olean-12-eno esta metila encontra-se no C-20, H-
12 néo sofre este efeito. Os dados de literatura de RMN 'H também contribuem para a
determinagdo da conformagao de H-3, e consequentemente de OH-3. Quando H-3 esta
na posicao B, seu deslocamento ocorre em oy 3,40 (m) e em o € dy 3,18 (dd). Os deslo-
camentos observados no espectro de 101-105VCFED foram em 6y 3,22 (dd), on 2,8
(dd) e 6y 3,5 & (m) que sao sinais caracteristicos de H-3 em a ¢ B (MESSIAS, 2005).
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Tabela 10 — Dados espectroscopicos RMN 'H da substancia 101-105VCFED em
CDCl;,

Hidrogénios 8 101-105 VCFED, 500MHz 8y (MESSIAS, 2005) 300 MHz
H-3 3,22 (dd) 2,8 (dd) 3,25 (dd)
H-11 ¢ H-12 5,27 (t, J= 3,6Hz) 5,15 (t) e 5,20 (1)

5,25 (t, J=3,6 Hz)

No espectro de RMN °C  (Figura 32, p. 57 ) e os dados (Tabela 11) apresentou os si-
nais em oc 80,4 do carbono carbinélico (C-3), em 6c 139,4 ¢ 6c 127,5 (C-12 ¢ C-13)
sinais relacionados aos carbonos olefinicos. Os dados de RMN *C foram comparados
com os da literatura (MAHATO, 1998) ¢ mostraram-se concordantes para a mistura dos

triterpenos o-amirina e f-amirina.
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Tabela 11-Dados espectroscopicos RMN °C da substancial01-105VCFED em CDCl;

C oc 125 MHz (101-105VCFED) dc (MAHATO, 1988) 50MHz a e B-amirina

1 38,3 37,8 38,7
2 273 27,2 273
3 80,4 78,8 79,0
4 38,7 38,7 38,8
5 55,0 55,2 55,3
6 18,3 18,3 18,5
7 33,1 32,9 32,8
8 40,0 40,0 38,8
9 47,7 47,7 47,7
10 36,9 36,9 37,6
11 233 23,3 23,6
12 127,1 124,3 127.8
13 139,7 139,3 145,1
14 43,1 42,0 41,8
15 29,9 28,7 26,2
16 26,6 26,6 27,0
17 33,7 33,7 32,5
18 57,3 58,9 47,4
19 40,8 39,6 46,9
20 40,8 39,6 31,1
21 31,5 31,2 34,8
22 41,5 41,5 37,2
23 28,1 28,1 28,2
24 13,5 15,6 15,5
25 13,5 15,6 15,6
26 16,8 16,8 16,9
27 23,3 23,3 26,0
28 28,1 28,1 28,4
29 17,3 17,4 333
30 19,9 21,3 23,7
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4.1 — Citotoxicidade in vitro

As fracoOes obtidas da casca do caule ¢ das folhas de V. cinnamomea tiveram

suas citotoxicidades testadas frente as linhagens MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8

(colon-humano) e SF-295 (sistema nervoso central) em concentragdo Unica de Spug/mL.

As atividades citotoxicas das fragcdes 51-55 VCFEA (acido ursélico), 101-105

VCFED (o-amirina e B-amirina), 61-65 HDS5 (4cido betulinico), 22-29 HAH( lupeol),

09 HD7 (4cido betulinico) e HAHW (lupeol) frente as linhagens de células MDA-MB-

435 (melanoma), HCT-8 (c6lon-humano) e SF-295 (sistema nervoso central), estao ilus-

tradas na tabela 12 com suas respectivas porcentagens de inibi¢do celular e desvio pa-

drao.

Tabela 12 — Porcentagem de inibi¢ao através do ensaio do MTT

MDAMB-
Amostras HCT-8 DP 435 DP SF-295 DP
N’ Identificacao GI% GI% GI%
(média) (média) (média)

30 VCFEA 31,L17%  4,86% 31,37% 2,13% 37,49%  4,74%
32 VCFED 34,44%  3,59% 6,05% 4,81% 10,60%  3,43%
33 HDS5 77,24%  4,08% 11,68% 3,15% 32,02%  4,63%
35 HAH 77,56%  5,31% 27,05% 13,97%  47,96%  2,67%
36 HAHW 53,17%  3,05% 19,14% 6,85% 25,55%  3.21%
37 09HD7 40,59%  0,49% 15,08% 6,66% 32,98%  8,82%

SD desvio padrao, GI% percentual de inibi¢ao do crescimento celular tumoral

As atividades citotoxicas das fragdes obtidas da casca do caule e das folhas de

V. cinnamomea, nao apresentaram potencial relevante de inibigdo do crescimento celu-

lar tumoral, pois, apresentaram um percentual de inibi¢do do crescimento tumoral me-

nor que 90% nas linhagens de celulares utilizadas (GI% < 80%) em MTT.
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4.2 — Atividade Antinociceptiva

5.2.1 — Contor¢des abdominais induzidas por acido acético

Comparando com o grupo controle, o acido betulinico foi capaz de reduzir o
numero de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético. O grupo controle que
foi previamente tratado com veiculo (3% H,O:DMSO), 45 minutos antes da injecdo de
acido acético ( 1,2% i.p.) apresentou (86,66 + 3,42) contor¢des em 30 minutos. Ja o
grupo que foi tratado previamente com o acido betulinico (30 mg/kg s.c) o numero de
contorgdes abdominais diminuiu (58,33 + 4.84) . A indometacina (10 mg/kg s.c.) tam-
bém diminuiu o numero de contor¢des (57,9 £ 4,64). O grupo de animais que foram
tratados previamente pela via s.c. com o lupeol ( 10 mg/kg) ndo reduziu o ntimero de
contorgdes de forma significativa (85,90 £ 5,28) em relacdo ao veiculo (86,66 + 3,24)
(Figura 33).

Avaliacido da atividade anti-inflamatdria pelo método das contorcgdes
abdominais induzidas pelo acido acético

Numero total de

1004 1 veiculo 10 mg/kg s.c
_ Lupeol 10 mg/kg
2 a0 B Acido betulinico 30 mg/kg
E sk wwesw [ [ndometacina 10 mg/kg
_g G
% seve — P < 0501
7 404
S dekede = <0,001
5 204
~
=
=
© 1]

Figura 33: Contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético (1,2% v/v) durante 30
minutos em camundongos pfeviamentel tratados (45 minutos) pela via subcutdnea com
veiculo ( V; grupo controle, n=9), pela via s.c. com lupeol; 10 mg/kg, n = 11), pela via
s.c com acido betulinico; 30 mg/kg, n = 9) ou com indometacina (Indo; 10 mg/kg, n =
10) s.c. .As colunas e barras verticais representam as médias + EPM de cada grupo ex-
perimental.

** Estatisticamente diferente do grupo controle (p < 0,01) — ANOVA, teste de Tukey
***Estatisticamente diferente do grupo controle (p < 0,001) — ANOVA, teste de Tukey
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Os triterpenos pentaciclicos em geral representam uma classe muito grande de
metabolitos secundarios, e tem demonstrado exibir uma grande variedade de atividades
biologicas. Ja foram relatados efeitos biologicos dos triterpenos incluindo citotoxicida-
de, efeitos antitumoral e atividades antivirais, bactericida, fungicida, espermicida, car-
diovasculares, analgésicas entre outras, como a atividade anti-inflamatoria destas subs-
tancias que esta relacionada com as diversas proteinas celulares e extracelulares (PA-
TOCKA, 2003; ZDZISINSKA et al., 2003).

A literatura descreve alguns trabalhos que demonstram significativa atividade
anti-inflamatoria do composto lupeol (GEETHA e VARALAKSHMI, 2001). Um desses
estudos foi realizado com as raizes de Strobilanthus callosus e Strobilanthus ixiocepha-
la. O lupeol foi identificado como principal agente na supressdo de PGE,, sem qualquer
efeito na liberagdo de leucotrienos, demonstrando que sua atividade anti-inflamatoria
possivelmente ocorre devido 4 sua capacidade de prevenir a produgdo de alguns media-
dores pro-inflamatorios (FERNANDES et al, 2001). Outro estudo mostra também que
quando o lupeol ¢ administrado oralmente ou via intra-peritonial na dose de 25-
200 mg/kg apresenta agdo anti-inflamatoria em inflamagdes agudas e cronicas em ratos
e camundongos ( PATOCKA, 2003).

O 4cido betulinico detém um amplo historico de atividades farmacoldgicas, den-
tre elas destacam-se as a¢des anti-inflamatdria, antitumoral, anti-HIV, antimalarica e
citotoxica (PATOCKA, 2003).

Este modelo de contor¢do abdominal induzido por acido acético ¢ considerado
adequado para avaliar compostos da classe dos triterpenos e de outras classes de com-
postos que tem atividade anti-inflamatéria. O acido acético por ser uma substancia da
classe dos algogénicos, ao ser administrado nos camundongos causa dor, € a0 mesmo
tempo ele estimula a liberagdo de mediadores enddgenos envolvidos na modulagdo da
nocicepgao, por exemplo, a PGE, uma das prostaglandinas associadas a processos fisio-
logicos de dor e inflamacao (SHU et al., 2006). O modelo de contor¢do abdominal ¢
sensivel e a resposta antinociceptiva € pouco especifica sendo que varios compostos
essencialmente ndo analgésicos como os anti-histaminicos, estimulantes do sistema ner-
voso central, antagonistas serotoninérgicos, neurolépticos, também sao capazes de inibir
as contor¢des abdominais (RATES e BARROS, 1994). Apesar de possuir baixa especi-

ficidade o modelo de contor¢des abdominais induzida por acido acético ¢ comumente
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utilizado na triagem inicial de drogas com possivel acdo analgésica, pois € um modelo
de facil execucdo, com boa reprodutibilidade, de baixo custo.

Os resultados deste trabalho demonstram que, no modelo de contor¢des abdo-
minais induzidas pelo acido acético, a substancia acido betulinico pela via s.c. na dose
de 30 mg/kg apresentou atividade antinociceptiva, pois foi capaz de diminuir o nimero
de contor¢des abdominais acumuladas durante 30 minutos apos a injecao intraperitonial
de acido acético 1,2% (v/v) (Figura 34 ilustrativa). A indometacina, um anti-
inflamatorio ndo esteroidal, disponivel no mercado farmacéutico, inibidor da COX-1 e
da COX-2 (CRAIG e STITZEL, 2005), foi usada como controle positivo no teste,
também foi capaz de diminuir o numero de contor¢des abdominais. Ja a substancia lu-
peol ndo foi capaz de diminuir as contor¢cdes abdominais em relagdo ao veiculo (3%
H,0:DMSO0), de acordo com os dados da literatura ( PATOCKA, 2003) as doses de

lupeol tem que estar entre 25-200 mg/kg, e a dose aplicada no referido teste foi de 10
mg/kg.

Figura 34: Foto da Contor¢do abdominal de um camundongo swiss, LIMA, R. S.
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5- CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das folhas e das cascas do caule de Vochysia cinnamomea
levou ao isolamento de 6 substancias: 1 esteroide, 5 triterpenos pertencentes as séries
dos lupanos, oleanos e ursanos os quais foram identificados por RMN de 'H e °C por

comparag¢@o com dados da literatura.

Os triterpenos lupeol, acido betulinico, acido ursélico e a mistura de a-amirina e
[-amirina, na concentracdo de 5 ug/mL ndo apresentou atividade citotdxica sobre as
linhagens de células MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (c6lon-humano) e SF-295
(sistema nervoso central) em concentragdo Unica de Sug/mL, mas ndo apresentaram

atividade relevante.
Acido betulinico na concentragio de 30 mg/Kg apresentou atividade anti-

inflamatoria no método de contor¢ao abdominal induzida por acido acético. Ja o lupeol

na concentragdo de 10 mg/kg ndo apresentou atividade
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