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RESUMO

A espécie Didymopanax morototoni (Araliaceae), conhecida como morototd, ¢ utilizada na
medicina popular de alguns paises da América Latina e no Brasil é usado para regular o fluxo
menstrual, no entanto, estudos de sua composicdo quimica ndo foram relatados. O presente
trabalho avaliou o potencial dos extratos e fracdes de D. morototoni para o controle dos
vetores de doengas tropicais, larvas de Aedes aegypti, do molusco Biomphalaria glabrata,
inibi¢do da transcriptase reversa, atividade antitumoral contra as células NCI-H292 e K562 e
bem como a elucidacdo de seis dos principios ativos. O material vegetal foi coletado no
municipio de Pilar, Estado de Alagoas, e foi submetido a um estudo de fitoquimica guiado
pelo bioensaio moluscicida. O extrato bruto da planta foi obtido pela extragdo com etanol
90% e submetido a fracionamento com solventes de polaridade crescente. A elucidagdo
estrutural dos compostos foi feita com base na analise dos espectros no IV e de RMN,
incluindo experimentos 1D e 2D. Foram isolados da fracdo cloroférmica da casca do caule os
o acido 3-O-B-D- xilopiranosil (1—-3) B- glicopiranosil-oleano-12-en-28-oico (DMCC1), a
mistura de 3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol e  3-O-B-D-glicopiranosil-estigmasterol
(DMCC2) e o acido 3-O-B-D-glicopiranosil (1—»2) B - arabinopiranosil (4— 1) B-
glicopiranosil- oleano-12-en-28-oico (DMCC3), e da fracdo hexanica da madeira a mistura
dos esteroides estigmasterol e B-sitosterol (DMM1), acido oleandlico (DMM2), acido ursolico
(DMM3). O extrato etanolico da folha de D. morototoni foi ativo frente as larvas de Aedes
aegypti com CLsy 55,0264 pg. mL™". Os extratos etanolico da madeira, casca do caule e raiz
apresentaram atividade moluscicida frente ao caramujo Biomphalaria glabrata. O extrato
etandlico da raiz exibiu maior atividade moluscicida com CLsj 5,336 pg. mL"'. Dentre os
compostos isolados os triterpenos glicosilados DMCC1 e DMCC3 apresentaram atividade
moluscicida com CLs 1,012 e 0,906 pg. mL™ respectivamente. Os extratos etandlico da folha
e da casca da raiz inibiram a agdo da enzima transcriptase reversa (TR) 100% e 51%
respectivamente na concentragdo de 50 pg. mL™. Apesar do extrato da casca do caule ndo
apresentar inibi¢do significativa da TR a fracdo hexanica mostrou 79,62 % de atividade
inibitoria 50 pg. mL". Todas as substincias isoladas de D. morototoni inibiram a TR, a
mistura de 3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol e  3-O-B-D-glicopiranosil-estigmasterol
apresentou maior potencial inibidor da TR com 70,41% a 10 pg. mL". Para o ensaio da
atividade antitumoral o melhor resultado foi para extrato etandlico da casca do caule com Cls,
3,44 ng. mL" em K-562 e Cls 8,01 ug. mL" em NCI-H292. Desse extrato apenas a fracdo
cloroformica foi ativa com Clsg 13,32 ¢ 7,97 pg. mL™ para as células NCI-H292 e K562
respectivamente. O extrato e fracdes oriundas da casca do caule exibiram atividade
imunomudulatéria com percentual variando de 64% a 99,25% 100 mg. mL™'. Os resultados da
atividade biologica e fitoquimica contribuem para propor a utilizagdo dessa planta como
agente moluscicida, antiviral e antitumoral.

Palavras-chave: Didymopanax morototoni, Araliaceae, moluscicida, antiviral, antitumoral.



ABSTRACT

The species Didymopanax morototoni (araliaceae), known as morototd is used in folk
medicine in some countries of Latin America and Brazil is used to regulate menstrual flow,
however, studies of its chemical composition were not reported. This study evaluated the
potential of extracts and fractions of D. morototoni for the control of tropical disease vectors,
Aedes aegypti larvae, the mollusk Biomphalaria glabrata, inhibition of reverse transcriptase,
antitumor activity against the NCI-H292 cells and K562, and as well as the elucidation of the
six active ingredients. The plant material was collected in the municipality of Pilar, Alagoas
State, and was subjected to a phytochemical study led by the molluscicidal bioassay. The
crude extract of the plant was obtained by extraction with 90% ethanol and subjected to
fractionation with solvents of increasing polarity. The structural elucidation of compounds
was based on the analysis of IR spectra and NMR, experiments including 1D and 2D. Were
isolated from the chloroform fraction of the stem bark acid 3-O-p-D-xilopiranosil (1 — 3) B-
glucopyranosyl-olean-12-en-28-oic acid (DMCCI1), the mixture of 3-O-B-D-glucopyranosyl-
sitosterol and 3-O-B-D-glucopyranosyl-stigmasterol (DMCC2) and acid 3-O-B-D-
glucopyranosyl (1 — 2) B - arabinopiranosil (4 — 1) B-glucopyranosyl-olean-12-en-28-oic
acid (DMCC3), and the hexane fraction of the wood the mixture of steroids stigmasterol and
B-sitosterol (DMM1), oleanolic acid (DMM?2), ursolic acid (DMM3). The ethanolic leaf
extract of D. morototoni was active against the larvae of Aedes aegypti with LCsy 55.0264
mg. mL™. The ethanolic extract of the wood, stem bark and root have shown molluscicidal
activity against the snail Biomphalaria glabrata. The ethanol extract of the root exhibited
higher molluscicidal activity with LCsy 5.336 mg. mL™. among the compounds isolated the
triterpene glycosides and DMCC1 DMCC3 showed molluscicidal activity with LCsy 1.012
and 0.906 mg. mL" respectively. The ethanol extracts of leaf and root bark inhibited the
action of the enzyme reverse transcriptase (RT) 100% and 51% respectively at a concentration
of 50 mg. mL-1. Although the stem bark extract did not show significant inhibition of TR to
the hexane fraction showed 79.62% inhibitory activity of 50 mg. mL™. All substances isolated
from D. morototoni inhibited RT, the mixture of 3-O-B-D-glucopyranosyl-sitosterol and 3-O-
B-D-glucopyranosyl-stigmasterol showed the greatest potential inhibitor of TR with 70.41%
at 10 mg. mL-'. For testing the antitumor activity was the best result for the ethanolic extract
of stem bark with ICsy 3.44 mg. mL" and K-562 ICsy 8.01 mg. mL" in NCI-H292. This
extract only the chloroform fraction was active with IC50 7.97 and 13.32 mg. mL™ for NCI-
H292 cells and K562 respectively. The extract and fractions derived from the stem bark
showed activity imunomudulatoria with a percentage ranging from 64% to 99.25% 100 mg.
mL™. The results of phytochemical and biological activity contribute to propose the use of
this plant molluscicide agent, antiviral and antitumor.

KEYWORDS: Didymopanax morototoni, Araliaceae, molluscicidal, antiviral, antitumor.
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1 INTRODUCAO

A comunidade cientifica mundial estd fortemente empenhada na descoberta de
produtos naturais biologicamente ativos. Excelentes pesquisas demonstram que as plantas
medicinais, na sua forma in natura, como tinturas ou extratos, apresentam potenciais
terapéuticos para o desenvolvimento de novos produtos (KINGHORN; BALUNAS, 2005;
NEWMAN; GRAGG, 2007). Neste sentido, grande parte da populacdo do mundo confia no
poder destas espécies como primeiro recurso para cuidar da satide (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 20002) visto que desde as mais antigas civilizagdes o homem tem
utilizado plantas para fins medicinais e alimentares. E admiravel que este conjunto de
conhecimentos tenha subsistido durante milénios, aprofundando-se e diversificando sem
nunca, porém, cair totalmente no esquecimento (SILVA; CARVALHO, 2004).

A grandeza da biodiversidade brasileira ndo ¢ conhecida com precisdo devido a sua
complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas de
plantas, animais e microrganismos. O Brasil ¢ o pais com maior diversidade genética vegetal
do mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas (DIAS, 1996; DI STASI et al.,
2002).

Historicamente, os produtos naturais sdo considerados como excelentes fornecedores
de principios ativos para o beneficio da saude, sendo que mais de 90% das classes
terapéuticas derivam de protdtipos naturais (NEWMAN; GRAGG, 2007). Isto se deve, em
parte, ndo apenas ao grande numero de espécies vegetais com propriedades medicinais
inexploradas, mas principalmente pela variedade de metabdlitos primarios e secundarios por
elas sintetizados.

As industrias farmacéuticas, motivadas por inimeros fatores, como: necessidade de
inovacdo e caréncia de novos farmacos para o tratamento de patologias que permanecem
ainda sem tratamento adequado; pressdo entre as proprias industrias e, sobretudo, por
vantagens competitivas e declinio de produtividade, vém investindo soma consideravel de
recursos, visando o desenvolvimento de novos medicamentos (CALIXTO, 2001a).

Um dos grandes gargalos existente nessa tecnologia é a necessidade de validacdo
através de pesquisas cientificas que utilizem modelos adequados de experimentagdo para
comprovagdo dos efeitos farmacologicos e, em seguida, o isolamento, purificacdo,

caracterizacdo de principios ativos e mecanismo de acdo para a formulagdo de fitoterapicos



17

seguros para uso humano e/ou animal. O estudo da dose, concentracdo e via de administragao
também sdo essenciais (RODRIGUES et al., 2008).

Devido a estas necessidades tém se verificado um aumento nos estudos que
comprovam alguns dos conhecimentos empiricos, visto que a medicina popular € rica em
exemplos de plantas utilizadas para diversos fins, que substituem, muitas vezes, a prescri¢ao
meédica (SILVA; CECHINEL, 2002). Tem ocorrido um grande avango na quimica de
produtos naturais visando a obtencdo de novos compostos com propriedades farmacoldgicas e
efetivas no controle de pragas (DI STASI ez al., 2002).

No Brasil, dentre as espécies vegetais tém-se a espécie Didymopanax morototoni
(Aubl.) Dcne. et Planch, nativa da América do Sul, pertencente a familia taxondmica da
Araliacea, que pode ser encontrada no Brasil desde a floresta amazonica até as florestas
nativas do Rio Grande do Sul. Por estar presente em tdo vasta extensdo ela ¢ conhecida por
diversos nomes como pau-caxeta, mandioqueiro, morototd6 ou yagrumo macho, sendo
conhecida internacionalmente como “matchwood’, ou “madeira de fosforos”, por ser
largamente utilizada na confec¢do de palitos de fosforo (REITZ et al., 1988). Apesar de ser
uma espécie com ampla distribuicdo geografica no Brasil, ndo ha estudos tratando de sua

composi¢ao quimica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Realizar estudo fitoquimico e avaliar as atividades biologicas das folhas, casca e
madeira do caule, raiz e casca da raiz da espécie D. morototoni, visando enriquecer e

contribuir para o conhecimento da quimica desse género.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar as atividades bioldgicas com relacdo aos potenciais anticolinesterasico, antiviral,
citotoxico contra linhagens de céncer, inibidora da proliferacdo de linfocitos, larvicida,

leishmanicida moluscicida, proliferagdo de linfocitos e redutora do radical 6xido nitrico,

b) Elucidar a estrutura das substincias isoladas com base em dados de IV e RMN de 'H ¢ *C

unidimensional e bidimensional.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracoes sobre a Familia Araliaceae

Segundo Fiaschi e Pirani (2005) a familia Araliaceae esta incluida na ordem Apiales
e compreende cerca de 40 géneros e 1500 espécies no mundo. Seus principais centros de
diversidade sdo sudeste da Asia, ilhas do Pacifico e América Tropical, sendo pouco
representada em regides temperadas (FRODIN; GOVAERTS, 2003; LOWRY et al., 2004).
Esta familia é composta por arvores, arvoretas, arbustos e raramente lianas lenhosas e ervas
perenes (SOUZA; LORENZI, 2008). No Brasil, as araliaceas sdo representadas pelos
seguintes géneros nativos Aralia, Dendropanax, Oreopanax, e Schefflera, sendo esse ultimo
género o maior de todos, com 50 espécies (FIASCHI; PIRANI, 2008).

Muitas espécies dos géneros Hedera L., Aralia L., Polyscias J. R. Forst. & G. Forst.,
Fatsia Decne & Planchon e Schefflera J. R. Forst. & G. Forst. sdo amplamente cultivadas
para fins ornamentais em todo mundo (MENEZES et al., 2007; SOUZA; LORENZI, 2008).
Outras apresentam substancias medicinais como o Panax ginseng CA Meyer (DI STASI;
HIMURA-LIMA, 2002; BARBOSA-FILHO et al., 2005), cujas raizes tém sido utilizadas na
medicina oriental ha mais de 5000 anos (TOMMASI; PIZZA,1997) e Aralia (BOECK, 2005).
Também ha espécies de valor econdmico pelas qualidades da medeira como a Schefflera
morototoni e Aralia warmingiana (March) J. Wen (RUSCHEL et al., 2003).

Os metabolitos secundarios caracteristicos da familia Araliaceae sdo os poliacetilenos
(GUNZINGER et al., 1986), derivados do acido caféico (LI et al., 2005) e triterpenos
glicosilados que exibem varias atividades incluindo o aumento da eficiéncia mental,
recuperacdo do equilibrio fisico e estimulacdo da fungdo metabolica (TOMMASI;

PIZZA,1997).

3.2 Consideracdes sobre o género Schefflera

Schefflera J. R. Forst. & G. Forst. ¢ o maior género de Araliaceae, com 650-900
espécies distribuidas principalmente em regides tropicais, especialmente em formagdes

montanhosas como os Andes, montanhas da Malasia e Indonésia Madagascar, ilhas da

Melanésia e Planalto das Guianas (FRODIN 2004; PLUNKETT et al. 2005).
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Em funcdo das espécies do género apresentar habitos, sistemas sexuais e caracteres
morfoldgicos varidveis e ampla distribui¢do geografica, pouco trabalhos propuseram sistemas
de classificagdo infra-genérica universais para o género Schefflera (FIASCHI; PIRENI, 2007).
Inicialmente, o género Didymopanax incluia a maioria das 50 espécies brasileiras de
Schefflera e foi sinonimizado sob o ultimo género devido, principalmente, a reconhecida
inconstancia do numero de loculos do ovario (FRODIN, 1995). Schefflera que constitui um
grupo polifilético composto por 900 espécies agrupadas em cinco linhagens evolutivas
independentes, referidas como os clados Asiatico (200-300 spp.), Neotropical (ca. 300 spp.),
Africano-Madagascar (ca. 50 spp.), Pacifico (ca. 45 spp.) e Schefflera sensu stricto (8 spp.,)
(LOWRY et al. 2004; PLUNKETT et al. 2005). Das 300 espécies neotropicais de Schefflera,
estima-se que 60 ocorram no Brasil, o género encontra-se mais bem representado na Mata
Atlantica do Sudeste nos Planaltos Central (principalmente ao longo da Cadeia do Espinhago
em Minas Gerais) ¢ das Guianas (FRODIN, 1995; FIASCHI, 2004; FIASCHI; PIRANI 2005,
2007).

A revisdo da literatura relacionada com o género Schefflera revelou que essas plantas
sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de doencas reumaticas, artrite, fraturas,
entorses, lombalgia e dor de estdbmago no sudoeste da China, Vietna e India (LIAO, 1986).
Os metabolitos secundarios e as atividades caracteristicas desta familia estdo representados na

tabela 1 e Figuras 1 a 8.
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3.2.1 Atividades Biologicas realizadas com o género Schefflera descritas na literatura.

Tabela 1. Composi¢do Quimica e Atividades Farmacologicas de Espécies do Género Schefflera.

Espécie Parte da Planta Atividade Classes de substancais Referéncias
S. abyssinica Folha Antitumoral Triterpenos e Triterpenos glicosilado TAPONDIJOU et al, 2006
1)
S. arboricola Madeira do caule, folha ¢ Anti-reumatica, sedativa, hipnético, Triterpenos glicosilado (2) GUO et al., 2006; MELEK et al., 2003
raiz analgésico, anticonvulsivante,

relaxante muscular

S. bodinieri Raiz Receptores GABA e SHT Triterpenos glicosilado (3) ZHU et al., 1996

S. divaricata Folha e flor anti-reumatico e tonico Triterpenos (4 e 5) TOMMASI; PIZZA, 1997

S. heptaphylla Folha Antipirético, anti-inflamatdrio, anti- Compostos fendlicos derivados do CHEN et al., 2002; LI et al., 2005, 2009
reumatico, antiviral, acido cafeoilquinico (6-8)
antiproliferativa

S. leucantha Folha Antibacteriano, antiasmatico, * PANTHONG et al., 1986; SINCHAISRI et al
antioxidante, antitumoral, .,,1988; HIRANRAMDEJ, 1992; TAYLOR,
hipoglicemiante e repelente 1994; POTDUANG et al., 2007

S. octophylla Folha Anti-reumatico Triterpenos (9 e 10) SUNG, 1992

S. umbellifera Folha Anti-reumatico, antiulcerativo, Cumarina (11), esteréides (12) e HUTCHINGS et al.,1996; MTHEMBU et al.,
antimalarico, diurético, terpenos ( 13) 2010
antieméticos,antipirético

S. venulosa Caule Anti-reumatico,antitumoral triterpenos (14 e 15) LIU et al, 2005

*Nao foram encontrados estudos na literatura pesquisada
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3.3 Consideracoes sobre a Espécie Didymopanax morototoni (Aubl.) Decne.

& Planch.

Didymopanax morototoni (Aubl.) Decne. & Planch. ¢ uma arvore da familia
Araliaceae (MANTOVANI et al. 1999). No Brasil, ¢ encontrada na Mata Atlantica ¢ em
formagdes florestais inseridas no dominio do Cerrado e¢ na floresta Amazoénica (FIASCHI;
PIRANI, 2008) ¢ em todos os estados brasileiros (FIASCHI; PIRANI, 2008).

E conhecida popularmente como caixeta, morototd, mandiocai, pau-mandioca,
mandiocdo, marupd, marupatba, mixixica, mandioqueira e louro-sambaqui (REITZ et al.,
1988; CARVALHO, 1994; DANIEL et al., 1994).

A caixeta como muitas espécies produtoras de madeira, tem despertado o interesse
para o uso industrial, e ainda, pelo seu fuste cilindrico e reto, com ramificagdes somente no
apice e crescimento rapido, a espécie apresenta grande potencial silvicultural (FRANCO;
FERREIRA, 2002; ANASTACIO, 2010) e é empregada na fabricagio de pasta celuldsica e
papel (OHASHI; LEAO, 2005), além disto, a madeira é de facil manuseio e acabamento
sendo utilizada na produgéo de fosforo (YARED et al., 1989).

Figura 9. Arvore de Didymopanax morototoni. Fonte:<http://www.our-tree-
garden.com/didymopanax-morototoni.htm> Acessado em 11/11/2011.

3.4 Utilizacoes de D. morototoni na Medicina Popular

No Brasil a raiz, folha ¢ madeira do caule de D. morototoni sdo utilizadas para
regular o fluxo menstrual (CARNEIRO, 2009). A casca do caule ¢ usada na Nova Guiana

para o tratamento da picada de escorpido, lceras e feridas. No Suriname a madeira do caule ¢
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usada para o tratamento de abscessos e suas cascas e folhas sdo empregadas para o tratamento
da maldria.

Alguns guianos franceses atribuem as raizes as mesmas propriedades benéficas do
Panax ginseng e testes quimicos confirmam que as raizes contem as mesmas atividades das

saponinas do Panax ginseng (FILIPPS et al., 2004).

3.5 Consideracoes Gerais sobre Doencas Negligenciadas

As doengas negligenciadas prevalecem em condi¢des de pobreza e apresentam forte
entrave ao desenvolvimento do pais. Essas doengas constituem um grave problema de saude
publica, devido as manifestagdes que ocasionam a ampla distribui¢do, e por ndo possuirem
tratamento eficaz e seguro. Além disso, ndo se pode esperar em um curto periodo de tempo,
o desenvolvimento de vacinas (DENISE et al., 1999), visto que menos de 10% dos gastos
globais em pesquisa em saude sdo direcionados para doengas que representam cerca de 90%
dos problemas de saude globais (MOREL, 2003). Estima-se que 20-30 novos farmacos
serdo necessarios para o controle prolongado das doengas tropicais (GELB; HOL, 2002).

O interesse na busca por agentes esquistossomicidas, larvicida, leishmanicida e
tripanocida de origem natural é objetivo de estudo do nosso grupo de pesquisa (OMENA et
al., 2007. Estudos realizados com extratos brutos de D. morototoni demonstraram atividade
anti-helmintica, larvicida (OMENA et al., 2007) e moluscicida (MELENDEZ; CAPRILES,
2002), servindo como um fator decisivo para a escolha desta planta para estudo frente as

doencas negligenciadas.

3.5.1 Consideracdes sobre a Esquistossomose Mansonica

A esquistossomose mansonica ¢ uma doenga endémica em 74 paises tropicais, cujo
agente etiologico é o trematddeo Schistosoma mansoni. Esta doenga é adquirida pela
penetragdo de cercarias na pele de hospedeiros suscetiveis, como o homem e animais
silvestres. A cercaria, ao penetrar a pele dos hospedeiros, dar origem ao esquistossomulo e,

posteriormente, ao helminto adulto cujos ovos sdo eliminados nas fezes dos hospedeiros.
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Estes ovos, ao entrarem em contato com a agua, liberam miracidios, que sdo formas
de vida livre, capazes de infectar caramujos suscetiveis, como Biomphalaria glabrata
(OLIVEIRA, 2002). Através do estudo do ciclo de vida do S. mansoni, ficou evidenciado que
a propagacdo da doenga em uma regido depende basicamente de trés fatores: da presenga de
individuos eliminando ovos, da existéncia de hospedeiros intermediarios ¢ do contato de
pessoas com aguas naturais, infectadas de cercarias. Assim, no combate a essa doenca ha dois
caminhos a seguir: o tratamento de individuos infectados e a profilaxia mediante a destrui¢io
das cercarias e dos caramujos, hospedeiros intermediarios (PRATA, 1987). No Brasil,
existem de cinco a seis milhdes de pessoas infectadas, distribuidas desde o Maranhdo até
Minas Gerais (MARONE, 2006), com aproximadamente 26 milhdes de pessoas em areas
endémicas (FUNASA, 2003). Alagoas ¢ endémica em 60 % dos municipios e mais de dois
milhdes de individuos estdo expostos a infeccdo (COUTO, 2005). Em 2006 foram registrados
no Brasil 106.989 casos confirmados de esquistossomose, com 17.922 casos em Alagoas
(SVS, 2007). Os compostos esquitossomicidas destroem os vermes parasitos ou sdo capazes
de remové-los do hospedeiro.

No entanto, ainda ndo se descobriu um esquistossomicida ideal, diversos tipos de
farmacos com esta atividade vém sendo utilizados isoladamente ou em combinagdes entre si.
A oxamniquina (16) ¢é o agente esquistossomicida de principal uso na terapéutica brasileira
por ter a mesma eficacia e menor custo em relacdo ao farmaco alternativo, praziquantel (17)
(XTAO et al., 2000). Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), o método mais
eficiente para o controle desta doenca ¢ associar a quimioterapia ao uso de moluscicidas nas
areas de ocorréncia dos hospedeiros intermediarios. A substidncia sintética chamada
niclosamida (Bayluscide®) (18) produzida pela Bayer é o moluscicida padrio utilizada desde
1960 promove 100% de mortalidade sobre o caramujo, na concentracdo de 1,5 pg. mL™ em
duas horas de exposi¢do, reconhecido pela OMS por ter provado que ¢ eficiente no controle
dos caramujos e menos prejudicial ao meio ambiente ¢ ao homem, no entanto, seu alto custo,
facilidade de decompor-se sob ac¢do da luz solar,surgimento da resisténcia dos caramujos vém
limitando seu uso nos locais de ocorréncia, principalmente em paises em desenvolvimento, os
quais geralmente apresentam sérios problemas de saneamento basico (DELGADO et al.
2002).

Dessa forma, a busca por moluscicidas a partir de plantas de ocorréncia nas areas
endémicas, que apresentem facil propagacao e ciclo evolutivo rapido, vem ganhando destaque

no cenario mundial, visando obter produtos mais baratos, biodegradaveis, seguros, eficientes e
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disponiveis para o controle das populagdes de caramujos (LUNA et al. 2005; RUIZ et al.
2005).

O interesse pelo uso de moluscicidas de origem vegetal no controle da
esquistossomose data da década de 30, quando foi sugerido o plantio de Balanites aegyptiaca
L.emma (Balanitaceae), uma arvore tipica do deserto, nas margens dos focos de transmissao,
no Suddo. Seus frutos, ao cairem das arvores, inibiam a densidade populacional de caramujos
(ARCHIBALD, 1933). No Brasil, os primeiros estudos sobre moluscicidas de origem vegetal
demonstraram a atividade de extratos aquosos de caules de Serjania spp. (cipd-timbo) e de
frutos de Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) (saboneteira, sabdo) em Biomphalaria
glabrata (SAY, 1818). Essa acdo foi atribuida as saponinas presentes nestes vegetais (PINTO;
ALMEIDA, 1944). Mais de mil espécies vegetais foram testadas quanto a sua atividade
moluscicida (FARNSWORTH et al., 1987).

No Brasil, varias plantas medicinais, toxicas e ornamentais foram testadas com a
finalidade de verificar sua possivel agdo moluscicida (AMORIN; PESSOA, 1962; KLOOS;
McCULLO-UGH, 1982; MENDES et al., 1984; MENDES et al., 1999; ROUQUAYROL et
al., 1972; SILVA et al., 2008). As atividades larvicidas de plantas medicinais sobre as formas
infectantes de S. mansoni tém sido testadas com o objetivo de identificar formas alternativas
de combate a essa parasitose.
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Figura 10. Substancias utilizadas no controle da esquistossomose.
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3.5.2 Consideracoes sobre a Dengue

Mosquitos atuam como vetores de diversas doengas, causando sérios problemas a
satide do homem e em alguns casos levando ao desenvolvimento de epidemias de dificil
controle. O uso continuo e indiscriminado de inseticidas quimicos no combate a mosquitos
causadores em potencial de certas doengas infecciosas tem provocado danos a saude do
homem e ao meio ambiente, além de promover a selecdo de resisténcia nestes aos inseticidas
comerciais. Estes efeitos indesejaveis tém instigado pesquisadores a buscar medidas
alternativas de erradicacdo de mosquitos. Desta forma, pesquisas estdo sendo realizadas com
o objetivo de descobrir inseticidas naturais, efetivos e seguros. Muitas plantas produzem
metabolitos secundarios que apresentam atividade inibitéria de crescimento de insetos
(CHARIANDY et al., 1999), enquanto outras, agem como repelente (MOHAN; FIELDS,
2002). O uso destes constituintes de plantas como agentes de controle de insetos e como
controle de larvas é uma interessante perspectiva.

O Aedes aegypti atua como vetor da febre amarela na América Central, na América
do Sul e no Oeste da Africa. Este mosquito ¢ também o vetor da dengue, que é endémica no
Sudoeste da Asia, ilhas do Pacifico e Américas. A dengue é uma doenca infecciosa causada
por um arbovirus e transmitida de uma pessoa doente a uma pessoa sadia através da picada
da fémea contaminada (CICCIA et al., 2000).

Para se evitar a doenca fez-se necessario intensificar as acdes de prevencdo e
combate ao vetor da dengue. Existem inumeros trabalhos descrevendo o uso de produtos
naturais (YANG et al., 2002), inclusive de saponinas como agentes larvicidas (PELAH et
al., 2002). Tendo em vista a ocorréncia desta classe de substancias quimicas nas espécies D.
morototoni decidiu-se avaliar a atividade larvicida das saponinas isoladas a partir desta

espécie vegetal.

3.5.3 Consideracoes sobre Leishmanioses

A leishmaniose ¢ uma enfermidade infecciosa generalizada, cronica, causada por
protozoarios do género Leishmania e transmitida ao homem devido a a¢do hematofaga dos
insetos fémeas da familia Psychodidae, conhecidos pelo nome de flebotomos, entretanto,

existem outros meios que, apesar de serem raros € sem importancia epidemioldgica, podem
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ocorrer, dentre eles a transmissdo congénita, transfusdo sanguinea e acidentes de laboratorio
(NEVES, 1991).

Essa zoonose compreende formas clinicas variadas e pode ser dividida em dois
grupos: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) menos grave que ataca a pele e as
mucosas ¢ Leishmaniose Visceral (LV) que afeta 6rgdos internos, podendo levar a morte se
ndo tratada. Essas manifestacdes clinicas sdo resultantes de complexas interagdes entre o
parasito a resposta imune do individuo infectado (GREVELINK et al.,1996). A organizagio
mundial de saude estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas aos riscos e registrar
aproximadamente dois milhdes de casos novos (MS, 2007).

Ha mais de 50 anos o tratamento das leishmanioses ¢ feito a base de antimoniais
pentavalentes (Sb+5), como o estibogluconato de sodio (Pentosam®) (19) e o antimoniato de
meglumina (Glucantime®) (20). O Pentosam® contém muitos complexos de antiménio com
derivados de carboidratos, formados a partir de dcido gluconico, o Glucantime® ¢ constituido
por derivados da N-metilglucamina (CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUES, 2001). Esses
antimoniais agem através da interferéncia nos processos bioenergéticos das formas
amastigotas, eles ligam-se e inibem diferentes proteinas do parasita, particularmente enzimas
envolvidas na glicolise e na oxidagdo de acidos graxos, resultando na redugdo do ATP e GTP
(BERMAN, 1998). Desde descoberta dos antimoniais pentavalentes pouco tem sido feito para
a descoberta de novos tipos de compostos para o tratamento dessas patologias (PHILLIPSON;
WRINGHT, 1991). Dessa forma, a busca de novas substancias, efetivas e seguras, para o
tratamento das leishmanioses torna-se prioritaria.

Uma das alternativas na quimioterapia da leishmaniose ¢ a utilizagdo da anfotericina
B (21), que age ligando-se ao ergosterol na membrana do parasito, aumentando a
permeabilidade de pequenas moléculas (CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUES, 2001).

O uso de plantas para o tratamento da Leishmaniose Tegumentar ¢ uma pratica antiga entre as
populacdes de areas endémicas (MOREIRA ef al.,2002). Geralmente as preparagdes sdo
utilizadas por via oral ou topicas sobre as lesdes (NETTO et al, 1985). Porém, esses
tratamentos sdo empiricos € pouco se sabe sobre a real eficacia, uma fez que na LTA pode

ocorrer a cura espontanea das lesdes (MARSDEN, 1994).



32

OH

.
o o HzNWOH
HO: 0\ /O 3 Nat+ |

o /Sbio CH3 O
o—Sb/ ° ° o
0/ Non g HO_S|F —o0
stibogluconato de sodio (19) Antimoniato de meglumina (20)

Anfotericina B (21)

Figura 11. Substancias utilizadas no tratamento das leishmanioses.

3.5.4 Consideracoes sobre Doenca de Chagas

A doenga de Chagas ¢ uma infec¢do generalizada, de natureza endémica causada
pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi e transmitida originalmente ao homem
através de triatomineos (VERONESI, 1991). A maior parte dos casos de infeccdo em seres
humanos ocorre através do contato da pele ou mucosas com as fezes ou urina de insetos
hematofagos (triatomineos) contaminados por 7.cruzi (MS, 2005).

Este protozoario infecta quase 150 espécies de 24 familias de mamiferos domésticos e
selvagens, incluindo os seres humanos. De acordo com a OMS, a prevaléncia da doenga de
Chagas ¢ de 13 milhdes de casos. A incidéncia anual ¢ de 200 mil casos, em quinze paises
latino-americanos. No Brasil, os dados disponiveis de 1995 indicavam que 4,2% da populacdo
rural e 1,3% da populagdo brasileira estavam infectadas pelo 7. cruzi (BRENER et al., 2000).
Por ser uma enfermidade cronica debilitante e incapacitante, o custo econdmico com
tratamento ¢ elevado, e, como a populagdo acometida ¢ habitualmente de baixo nivel socio-

econdmico, 0s gastos sdo cobertos pelo Estado.
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Desde o final da década de 60 e inicio dos anos 70, dois farmacos tem sido usados
para o tratamento especifico dessa doenca. O benzonidazol (22), um derivado do
nitroimidazol (Rochagan®, Roche) e o nifurtimox (23), um nitrofurano (Lampit®, Bayer).
Ambos sdo eficazes somente na forma aguda ou cronica recente da doenca, e ainda podem
induzir efeitos colaterais toxicos ao paciente (URBINA et al., 2003). Assim ¢ de extrema
relevancia a busca de novas substincias para o tratamento da doenga de Chagas, que

apresentem maior eficécia no tratamento de pacientes na fase cronica e menor toxicidade.
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Figura 12. Substancias utilizadas no tratamento da doenga de Chagas.

O género Schefflera possui diversas atividades farmacologicas frente as doengas que
sdo mediadas pelo sistema imune como artrite reumatdide (TAYLOR, 1994; CHEN et al.,
2002) e asma (SUNG, 1992; TAYLOR, 1994), apresenta atividade antiviral aos virus da
herpes simples (HSV-1) e influenza (LI et al., 2005), além da atividade antiproliferativa para
as linhagens celulares de mama, prostata , rim, colon, melanoma, prostata e leucemia
(MADJAROF, 2004). Algumas classes de substancias sdo caracteristicas de uma familia
botanica, de um género ou mesmo de uma unica espécie, ou seja, se um produto natural
apresentar atividades terapéuticas interessantes, serd possivel encontrar substancias analogas
em espécies do mesmo género ou da mesma familia (HOSTETTMANN, 1995). O interesse
em estudar as atividades imunomodulatéria, antitumoral, antiviral e anticolinesterasica de D.

morototoni € fundamentada nas razdes acima descritas.
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3.6 Imunopatologias

As doencas mediadas pelo sistema imune sdo problemas de saude global, estdo em
crescimento em proporgdes epidémicas (KRESNKY et al., 2001) e demandam rapidez na
pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos. Estas doengas incluem um amplo espectro
de patologias, dentre elas a artrite reumatodide, a diabetes mellitus tipo I, o lupus eritematoso
sistémico, a esclerose multipla, a asma e varias outras condigdes alérgicas. A incidéncia das
imunopatologias tende a aumentar com o envelhecimento da populacdo, tendo em vista o
aumento da expectativa de vida do ser humano (ROEP, 2003).

A capacidade de efetuar transplante bem sucedido de muitos 6rgdos criou, em
particular, um forte impeto pelo desenvolvimento de esquemas imunossupressores Seguros
(WINKELSTEIN, 2000), objetivando a preserva¢do do 6rgao transplantado com um minimo
de efeitos colaterais para o doente. Mais de 40 doencas decorrentes de respostas imunologicas
sdo passiveis de tratamento com agentes inibidores da resposta imune (STITES et al., 2000).
E de grande relevancia, portanto, a descoberta de novas drogas imunomoduladoras, tendo em
vista a sua aplicabilidade em processos imunopatologicos.

A linfoproliferacdo esta relacionada a imunomodula¢do, que é um mecanismo
fisiologico de regulacdo da resposta imunoldgica, que pode claramente promover ou suprir as
respostas do sistema imune (RUBEL, 2006). Esse mecanismo regulador assegura que as
respostas sejam apropriadas tanto qualitativamente quanto quantitativamente (TIZARD,
1998), mostrando que o proprio sistema imune se autoregula através da liberacdo de
substancias imunomoduladoras (STITES; TERR, 1995; HOLLAND; VIZI, 2002). A
imunoestimulacdo implica diretamente na estimulacdo do sistema imune e potencializagcdo da
resposta de defesa. Ao contrario, a imunossupressdo implica principalmente no decréscimo da
atividade do sistema imune, e ocorre devido a varios fatores genéticos, ambientais e
terapéuticos, favorecendo o estabelecimento de infec¢des, mas sendo, porém, de suma
importancia no sucesso dos transplantes (PATWARDHAN et al., 1990; MAKARE et al.,
2001).

Imunoestimulag¢do e imunossupressdo fazem parte de um equilibrio homeostatico do
sistema imune que regula a condi¢do do organismo frente as condigdes de perigo que ele se
encontra, ao entrar em contato com um agente estranho (MAKARE et al., 2001).

Um numero cada vez maior de substincias potenciais vem sendo examinado para o

uso terap€utico em uma variedade de disturbios, incluindo neoplasias, estados
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imunodeficientes e doengas inflamatérias (HENNESSEY; BAAKER, 2000). Essas respostas
imunes e inflamatérias podem ser modificadas por certas classes de farmacos. Os
corticosterdides possuem acdo moduladora da ativagdo de macrofagos; essa ativacdo leva a
producdo de varios mediadores imunologicos soluveis, tais como citocinas, prostaglandinas,
leucotrienos e radicais livres de oxigénio e de nitrogénio. O 6xido nitrico (NO) é um radical
livre gasoso, produzido por uma familia de enzimas, em processos inflamatorios (ASLAN,
2002). Desse modo, substancias capazes de inibir a ativacdo de macrofagos e a proliferagdo
de linfocitos (que suprimem as respostas imunes e reduzem a inflamacdo) t€m potencial
utilizagdo como imunomoduladores (RUDNICK, 2003).

Considerando as necessidades de controle e equilibrio entre as duas atividades (a
imunoestimulacdo e a imunossupressdo) para o funcionamento imunolégico normal, a busca
por novos medicamentos com baixa toxicidade e mais eficazes no tratamento das
imunopatologias, e o fato da grande diversidade vegetal do nosso planeta poder ser uma
importante fonte de substancias com atividade imunomoduladora, desde a década de 80 a
identificacdo e caracterizagdo de compostos naturais com atividade imunomodulatéria tem se
apresentado como area de interesse cientifico (PHILLIPSON, 2003; COSTA et al., 2008).

A linfoblastogénese, ou ensaio de proliferagdo de linfocitos, ¢ um dos modelos in vitro
empregados para avaliar o efeito desses compostos naturais sobre a proliferacdo celular
(DEVlI et al., 2003).

Drogas-corticoides e ciclosporina, por exemplo, com agdo moduladora da ativacdo
de macrofagos e linfocitos t€ém sido amplamente utilizadas para o controle de respostas
imunoinflamatorias indesejadas (KRESNKY et al, 2001). No entanto alguns efeitos
colaterais sdo graves correspondendo ao retardo no crescimento, necrose avascular de medula,
osteopenia, Ulcera péptica, aumento do risco de contrair infec¢des, aparecimento de catarata,
hiperglicemia e hipertensdo, hiperlipidemia e também nefrotoxicidade, sendo este ultimo
efeito presente na maioria dos pacientes tratados com a droga (KRENSKY et al., 2001;

BURDMAN et al., 2003).



36

3.7 Consideracoes sobre Doenca de Alzheimer

E uma doenga mental complexa, multifatorial, heterogénea e irreversivel relacionada
a idade caracterizada pela perda gradual de memoria, alteragdes no comportamento e na
personalidade e também pelo declinio das habilidades intelectuais (ANEKONDA; REDDY,
2005; VIEGAS et al., 2005).

A biossintese da acetilcolina (ACh) se da a partir da acetil-coenzima A (acetil-CoA)
e colina por acdo da enzima colina-acetiltransferase (Figura 13).

A acetilcolina ¢ importante nas fungdes desempenhadas pelo SNC e tem sido
associada com as funcdes cognitivas, processamento de informagdes sensoriais, organizacao

cortical do movimento e controle do fluxo sanguineo cerebral (SCREMIN et al., 1997).
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Figura 13. Biossintese da acetilcolina

Depois de formada, a acetilcolina ¢ liberada na fenda sinaptica a qual pode ser
acoplada a receptores muscarinico e nicotinico, o restante ¢ degradada por uma serina
hidrolase denominada acetilcolinesterase (AChE) na fenda sinaptica em colina e acetato, que

sdo as bases de sua formagdo (Figura 14 ).
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Figura 14. Hidrolise da acetilcolina

Tratamentos para a doenga de Alzheimer sugerem que uma elevagdo no nivel de
acetilcolina promove uma melhora dos sintomas da doenga. A terapia se baseia na restaura¢ao

da funcdo colinérgica e atualmente os inibidores de acetilcolinesterase mostraram um maior
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efeito no tratamento clinico da doenca (TREVISAN, 2006). A tacrina (Cognex®) (24),
donepezil (Aricept®) (25) a rivastigmina (Exelon®) (26), a galantamina (Reminyl®) (27) sdo

farmacos usados no tratamento da doenca de Alzheimer.
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Figura 15. Estruturas moleculares de alguns inibidores da acetilcolinesterase.

3.8 Consideracodes sobre o cancer

As informacgdes sobre o cancer crescem rapidamente, visto que ndo consiste numa sé
doenca, e sim em um conjunto de mais de 200 doengas distintas, com multiplicidade de
causas, historia natural e diferentes formas de tratamento tornando-se um problema de saude
publica merecedor de maior atencdo cientifica (LOVE, 1991). Em geral, o tumor ¢ iniciado
quando uma célula normal do organismo sofre alteragdes em genes relacionadas com o
controle de proliferagdo celular (GOMES, 1997).

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial de Saide (OMS), a cada ano surgem
dez milhdes de novos casos e cinco milhdes de pessoas vdo a obito em decorréncia dessa
doenca. No Brasil, o cancer constitui a segunda causa de morte por doengas, sendo a primeira
representada pelas doengas cardiovasculares, acometendo cerca de cem mil individuos
anualmente, com ligeira predominancia do sexo masculino. De acordo com o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), em 1994, dos casos de obitos relatados, 10,86% foram por
cancer, 53,81% em homens e 46,05% em mulheres. A partir de 2020, 20 milhoes de

pacientes, a cada ano, serdo vitimas dessa doenga sendo que 70% da populagdo residem em
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paises onde os recursos para o controle do cancer sdo insuficientes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010). De acordo com os especialistas, os obitos por cancer deverdo aumentar para
cerca de 12 milhdes em 2030 (SECOLI, 2005).

A maioria dos agentes utilizados na quimioterapia atua inibindo a sintese de DNA ou
mecanismos de replicagdo celular, mas acabam por apresentar melhor atividade
“antiproliferativa” do que “anticancer” (CARVALHO et al., 2003), entretanto, a maioria dos
agentes quimioterapicos atua de forma nao-especifica, lesando tanto células malignas quanto
normais, particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais, capilares
e as do sistema imunologico (MURAD; KATZ, 1996; SALMONM; KATZUNG, 1998).

Além disso, a toxicidade dessas drogas limita seu uso ja que a maioria dos canceres
humanos sdo quimioresistentes e ainda, podem causar danos ao DNA de células normais
induzindo a formagdo de uma segunda neoplasia (GARRETT; WORKMAN, 1999). Estes
farmacos podem ser ministrados isoladamente (monoquimioterapia) ou combinados
(poliquimioterapia), sendo que a ultima apresenta resultados mais eficazes, pois consegue
maior resposta a cada aplicagdo, diminuindo o risco de resisténcia aos farmacos e
conseguindo atingir as células em diferentes fases do seu ciclo (CARVALHO et al., 2003).

Conseqiientemente, torna-se evidente a necessidade de ensaios para a triagem de
drogas menos toxicas, mais seletivas e eficazes para o tratamento dessa doenca (NAM;

PARANG, 2003).

3.9 Consideracoes sobre Infec¢coes Virais

As infecgdes virais sdo uma das principais causas de morbidade ¢ mortalidade em
todo o mundo, e representam um importante problema de saude tanto em paises
desenvolvidos como subdesenvolvidos. Isso se torna particularmente sério quando se tem
apenas uma alternativa terapéutica, ou quando ha casos de resisténcia viral ao farmaco de
escolha (KOTT et al, 1999).

Embora a busca por novos farmacos antivirais seja intensa, 0os avancos sao poucos, ja
que a maioria destes compostos possui aplicagcdes limitadas, fazendo com que um baixo
numero deles seja aprovado pelas autoridades governamentais para uso clinico (VLIETINCK;

VANDEN BERGHE, 1998).
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Segundo  Snoeck (2000), o crescimento do numero de pacientes
imunocomprometidos e da sobrevida dos mesmos tem aumentado o desenvolvimento de
infeccdes virais nesses pacientes. Além disso, o intenso uso de medicamentos antivirais
conduziu ao desenvolvimento de cepas resistentes.

A necessidade da busca por farmacos antivirais ¢ fortemente embasada pela falta de
vacinas eficazes contra uma ampla variedade de patdgenos virais (DE CLERCQ, 2002). Além
disso, os farmacos antivirais disponiveis apresentam muitas restricdes de uso, pelo baixo
espectro de agdo e alta toxicidade (RICE; BADER, 1995).

Uma das principais razdes das dificuldades no desenvolvimento de farmacos
antivirais ¢ a natureza intrinseca dos virus, os quais possuem uma estrutura aparentemente
simples e um sistema enzimatico restrito, sendo totalmente dependentes dos processos
metabolicos celulares para sua replicagdo. Dessa maneira, agentes que inibem ou provocam a
inativacdo viral, normalmente causam também toxicidade as células hospedeiras. O
compromisso com a especificidade pelas células infectadas, a eficacia e um baixo nivel de
toxicidade sdo, portanto, indispensaveis para a selecdo de novos agentes antivirais (WHITE;
FENNER, 1994).

O atual arsenal quimioterapico para infecgdes virais consiste em 40 farmacos
antivirais licenciados pelas autoridades governamentais. Sendo que 20 deles sdo utilizados
para o tratamento da infec¢ao pelo HIV (CLERCQ, 2005). Outro problema da quimioterapia
antiviral relaciona-se a mutacdo dos genomas virais, pois cada célula infectada pode produzir
milhares de copias em poucas horas, e a maioria dessas copias podera sofrer mutagdo
(STRAUSS et al.,1996).

Os primeiros casos de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) foram
identificados no inicio da década de 1980 (ABBAS; LICHTTMAN, 2003). Na ocasido, o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foi isolado por cientistas do laboratorio Pasteur na
Franca, sendo denominado na época de virus linfotropico de células T humanas do tipo III
(HTLV-III) ou virus associado a linfadenopatia (LAV) (SNEADER, 2005; DE CLERCQ,
2007). A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) é uma doenga pandémica que tem
como agente etioldgico o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), um retrovirus pertencente
a familia Retroviridae, género Lentivirus. Sao virus que contém material genético constituido
de RNA (acido ribonucléico) e o processo de replicacdo do material genético € procedido por
um processo de transcri¢do reversa, onde a partir do RNA ¢ produzido a partir da molécula de

DNA (GALLO; MONTAGNEIR, 1988). Conhecido ha pouco mais de 27 anos, o HIV ja
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causou cerca de 25 milhoes de mortes no mundo. SO no Brasil, desde 1990, o nimero de
obitos gira em torno de 11 mil por ano (MS, 2008).

Embora a maioria das pesquisas no desenvolvimento de agentes antivirais tenha sido
direcionada para substancias sintéticas (RICE; BADER, 1995), esfor¢os vém sendo realizados
no sentido de avaliar a capacidade de produtos de origem natural, tais como plantas
medicinais, microorganismos e produtos marinhos, em inibir a replicacdo viral, tratar
infeccOes virais ou, ainda, servir de modelo para a obtengdo de novas moléculas
farmacologicamente ativas (HUDSON, 1990; CHE, 1991; CHU et al., 1992; SENIOR, 1996;
VLIETINCK et al., 1997). Em particular as plantas representam uma ampla e potencial fonte
de agentes antivirais. Cerca de 20-30% de plantas de origem tropical ou temperada tém

demonstrado possuir tal atividade (ABOU-KARAM; SHIER, 1992).
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4 METODOLOGIA

4.1 Condicoes Experimentais: Reagentes, Solventes e Equipamentos

4.1.1 Analise cromatografica

Nas separagdes cromatograficas em coluna, utilizou-se como adsorvente gel de silica
60 G (70-230 Mesh ASTM) da (Merck - Darmstad — Alemanha). A quantidade utilizada do
adsorvente foi 20 a 30 vezes a quantidade em massa da amostra, foram utilizadas colunas de
vidro diferenciando-se na altura e didmetro, respeitando-se a quantidade da amostra.

As analise comparativas através da cromatografia em camada delgada (CCD) eluidas
com cloroformio (CHCl;), mistura de cloroformio e metanol CHCl; :MeOH.

O critério de pureza adotado foi a observacao do ponto de fusao.

4.1.3 Solventes e Reagentes

O grau de pureza dos solventes utilizados (Hx:hexano, AcOEt: acetato de etila, CHCl;:
cloroformio, MeOH: metanol, But: butanol, ¢ EtOH: etanol) variou de acordo com cada
finalidade. Nas extragdes, particdes liquido/liquido dos extratos e sistemas cromatograficos
basicos, foram utilizados solventes de grau comercial, os quais foram submetidos a destilagdo
fracionada no proprio laboratério (Morais de Castro LTDA, Recife-PE). Os solventes
deuterados CDCls e CD3;OD foram utilizados para solubiliza¢do das substincias destinadas a
analise de RMN 'H e "°C uni e bidimensional, adquiridos da Merk (Alemanha) e Aldrich
(Estados Unidos).

4.1.3 Reveladores

Os perfis cromatograficos obtidos por CCD foram visualizadas com o uso de agente
revelador com solugdo de solugdo acida de sulfato cérico, reagente de Liebermann Burchard,

vapores de cristais de I, e exposicao dessas a irradiagdo com luz no UV(254 e 365 nm).
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A solucio acida de Sulfato Cérico: 0,3 g de Ce(SO,), foram dissolvidas em 7 mL de
H,SO4 concentrado, em seguida o volume foi completado para 100 mL com agua destilada.
Essa solucdo ¢ utilizada para revelar compostos organicos em geral.

Reagente de Liebermann Burchard: 50,0 mL de anidrido acético e 1,0 mL de acido

sulfarico concentrado. Essa solugdo ¢ utilizada para revelar esterdides.

4.1.4 Equipamentos

As partes da espécie D. morototoni foram trituradas em maquina forrageira (Nogueira
S.A. Maquinas Agricolas, Itapira, S. P., Brasil.

As solugdes dos extratos e fragdes foram concentradas em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida. As solucdes contendo pequeno volume foram concentradas em capela de
exaustao.

Os espectros de infravermelho foram registrados em espectrofotdmetro da marca Varian
660-IR/FT-IR, através da técnica de AT.

Os espectros de ressonincia magnética molecular unimensionais (H', C"> ¢ DEPT 135)
e bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY e NOESY) foram registrados utilizando-se
espectrometro da marca BRUKER AVANCE (400 MHz para H' e 100 MHz para C").
Para obtencao destes espectros, todas as amostras foram dissolvidas em solventes deuterados
da marca Aldrich. Os deslocamentos quimicos dos sinais dos carbonos dos solventes
deuterados utilizados foram expressos em escala de § (delta).

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho de Ponto de Fusdo Microquimica-
MQAPF-301.

As medidas de absorvancia dos ensaios anticolinesterasico e inibigdo da enzima
transcriptase reversa foram realizadas em espectrofotdometro de microplaca Thermo Scientific
— Multiskan Spectrum.

O ensaio de citotoxidade foi realizado utilizando espectrofotometro BIO-RAD Modelo
3550.

Nos ensaios realizados na Fiocruz foi realizado utilizando espectrofotometro Spectra

Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA.
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4.2 Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

A planta utilizada neste estudo foi coletada no més de junho de 2007 no municipio de
Pilar no Estado de Alagoas. A confirma¢do da identificagdo botanica foi realizada pelo Prof.
José Elias de Paula, e a exsicata se encontra depositada sob o N° JEP 3634 UB no Herbario

do Departamento de Botanica do Campus da Universidade de Brasilia — UNB.

4.3 Preparacoes dos Extratos de D. morototoni

Uma aliquota de 2.000 g de cascas do caule, 2.000 g de madeira do caule, 500 g de
folhas, 300 g de raiz e 100 g de casca da raiz apds secagem a temperatura ambiente e
trituracdo em maquina forrageira da marca Nogueira (Itapira- SP) foram submetidos a
percolacdo em solucdo etanodlica 90 % em de ago inoxidavel (Fabra - Sdo Paulo). a
temperatura ambiente (25 + 1 °C) por trés vezes, a cada 72 horas. As solucdes extrativas
obtidas foram filtradas, transferidas progressivamente para baldes de fundo redondo e
concentradas sob pressdo reduzida com auxilio de evaporador rotativo e banho de
aquecimento funcionando com temperatura de 60 £ 10 °C. Os extratos resultantes foram
transferidos para frasco previamente pesados e as diferencas gravimétricas foram calculadas
obtendo-se 300 g de caule (15 %), 225 g de madeira do caule (11,25 %), 60 g de folhas (12
%), 42 g de raiz (14%) e 18 g de casca da raiz (18%). Os extratos brutos da folha, casca do
caule, madeira do caule, raiz e casca da raiz foram submetidos a parti¢ao liquido-liquido
inicialmente com uma soluc¢do de metanol e agua (3:1) e em seguida extraidos com 2.5 L de
n-hexano, cloroférmio, acetato de etila ¢ n-butanol. As solu¢des obtidas foram reunidas e
concentradas por meio de evaporador rotativo. Ao final destas extracdes, foram obtidas as
fracdes em n-hexano (n-CgHy4), cloroférmio (CHCIs), acetato de etila (AcOEt), n-butanol (n-

BuOH) (exceto a folha ) e hidroalcoolica (Figuras 16, 17, 18, 19 e 20).
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Folha (triturada)
(500¢)

1.Percolacdo em etanol a 90%
2.Concentracao

Extrato EtOH (60g);
12%

1. Dissolugdo em MeOH:H,O (3:1)
2. Hexano (4x 500mL)

Frac¢ao Hidroalcoolica ‘ Fracao em n-C¢Hyy
. (12 g); 20%
| Cloroférmio (5x 500 mL)
Fragdo em CHCl; Fracio Hidroalcoodlica
(16,5 g); Hidroalcodlica
Acetato de Etila (5x500mL)
Fracao Hidroalcoolica Fracdo em AcOEt

(9,5 g) 15,8% (9,55 g) 15,91 %

Figura 16. Fluxograma de obtencdo do extrato etandlico bruto e fracdes da folha da

espécie D. morototoni
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C.Caule(triturada)
(2.000 g)

1.Percolagdo em etanol a 90%
2.Concentracao

Extrato EtOH
(300g); 15%

1. MeOH:H,0 (3:1)
2. n-Hexano(5x500 mL)

Fracao Hidroalcooélica

Fraciao em n-C¢Hy4

(20,38g); 6,79%

Cloroférmio (5x 500 mL)
Fracao el’?ggglc).h Fraciio Hidroalcodlica
/0 8); Hidroalcodlica

Acetato de Etila (5x500 mL)

Fracao Hidroalcoolica

Fracao em AcOEt
(58,2 g); 19,4%

n- Butanol (5x 300 mL)

Fragdao em n-BuOH
(33,5 g); 11,16 %

Fracao Hidroalcodlica
(31 g); 10,3%

Figura 17. Fluxograma de obtencdo do extrato etandlico bruto e fragdes da casca do

caule da espécie D. morototoni.
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Madeira (triturada)
2000 g

1. Percolagdo em etanol a 90%
2. Concentracdo

Extrato EtOH
225 g; (11,25

1.Solubilizagao em MeOH:H,0 (3:1)
2. n-Hexano(5x500 mL)

Fracao Hidroalcoodlica Fracao em n-
CeHiyg (23,5
Cloroférmio (5x 600
Fracao em ~
Fracao
CHCk Hidroalcooélica
(68,7 g)
Acetato de Etila (4x500
Fracao Fraciao em
Hidroalcodlica AcOEt (104g)
n- Butanol (5x 400
. Fracio

Eraco S Hidroalcoélica (17g)

BuOH

Figura 18. Fluxograma de obtencao do extrato etanolico bruto e fragdes da madeira do

caule da espécie D. morototoni.
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Raiz (triturada)
300 g

1.Percolagdo em etanol a 95%
2.Concentragao.

Extrato EtOH
42 g; (14 %)

1. Solubilizagdo em MeOH:H,0O

3:1)
Fracao Hidroalcoolica Frag¢ao em n-
CeHis (5,5 2);
Cloroférmio (4x 500
Fraciao em =
CHCL L.
(9,58);
Acetato de Etila (4x500
mL)
Fracao Fraciao em
Hidroalcodlica AcOEt (6,35
n- Butanol (5x 400

Fragdo em n- Fragéo

BuOH Hidroalcodlica (6,5

Figura 19. Fluxograma de obtencdo do extrato etandlico bruto e fragdes da raiz da

espécie D. morototoni.
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Casca da Raiz (triturada)

100 g
1.Percolagdo em etanol a 95%
2.Concentragao.
Extrato EtOH
18 g; (18 %) 1. Solubilizagdo em MeOH:H,0 (3:1)
2. n-Hexano(5x500 mL)

Fracao Hidroalcoolica Frag¢io em n-
1 CeHus (3.2 g);
Cloroformio (4x 500 mL)
Fraciao em Fragio
CHCL: Hidroalcoélica
(3,38);
Acetato de Etila (4x500
mL)
Fracao Fracido em
Hidroalcodlica AcOEt (2,38
I n- Butanol (5x 400 mL)
Fragdao em n-
BuOH Fracio

Hidroalcoélica (2,52

Figura 20. Fluxograma de obtengdo do extrato etandlico bruto e fracdes da casca da

raiz da espécie D. morototoni.

4.4 Fracionamento e Purificacdo dos Constituintes Quimicos de

D.morototoni

O fracionamento foi efetuado por cromatografia em coluna de gel de silica utilizando-
se uma razdo de uma parte do extrato para 20 vezes o peso do gel de silica. Os solventes
utilizados como eluentes foram destilados priori ao uso e o volume das fragcdes recolhidas
dependiam da quantidade de material sob estudo. O solvente foi removido por destilacio a
baixa pressdo (30 mmHg) em aparelho rotativo. Ao final da cromatografia em coluna as

fragdes eram comparadas entre si por cromatografia em cama delgada em gel de silica e
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eluida com solvente apropriado e revelado com solucdo acida de sulfato cérico, luz no

ultravioleta e Iodo molecular.

4.4.1 Casca do caule

A fracdo em CHCIl; proveniente da particdo liquido-liquido do extrato bruto da casca
do caule foi submetida aos processos de isolamento e purificagdo. Para as separacdes por

Cromatografia em Colunas (CC) foi utilizado gel de silica.

4.4.1.1 Fracao em cloroformio

Apos solubilizagdo em cloroférmio, a fracdo em cloroformio (CHCIl3) da casca do
caule de D. morototoni (98,6 g) foi incorporada em gel de silica e submetida a fracionamento
a vacuo em gel de silica (2000 g) utilizando como fase moével os solventes: hexano (n-CsH4),
cloroformio (CHCl;), metanol (MeOH) e mistura dos mesmos, fornecendo quatro fragdes

Tabela 2. A eluigdo em hexano nao forneceu nenhuma fragao.

Tabela 2. Fracionamento em gel de silica da fracdo em CHCl; da casca do caule.

Fracoes Eluicao Massa; Rendimento em percentual
I CHCIl;: MeOH 5% 4,10 g; 4,15%
II CHCls: MeOH 30% 12,35; 12,52%
111 CHCls: MeOH 50% 25,05; 25,40,%
v MeOH 100% 33,95; 34,43%

Parte da fragdo II (9 g) foi solubilizada em cloroférmio, sendo o restante da fracao
utilizada para futuros bioensaios, incorporada em gel de silica e submetida a cromatografia
em coluna de gel de silica (180 g) utilizando-se como eluentes n-C¢H;4, CHCl3, MeOH e
mistura destes em grau crescente de polaridade. Foram coletadas 110 fracdes as quais foram
agrupadas apos analise por CCD eluidas com cloroférmio e mistura de cloroférmio e metanol
em 8 grupos. Essas fragdes foram submetidas a analise comparativa através de CCD e

reveladas com sulfato cérico e/ou vapores de lodo. O grupo 51-72 (4 g; 44,44 %) foi
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submetido a quatro processos de separacdo por cromatografias em coluna de gel de silica

onde foi obtido uma frac¢@o de cor branca, codificada como DMC1 (80 mg) (Figura 21).

Fraciao em CHCl; ‘
(44 .0 o)

Fracionamento em gel de silica

1. eluentes: n-C4H4; 2. CHCl;; 3. MeOH; 4.Mistura destes

! ! ! !

| 11 I
(4,10 g) O g (25,05g)

Cromatografia em coluna de gel de silica

v
(33,95 g2)

110 fracoes

4 CCD
8 grunos

v

(51-72; 4 g; 44,4 %)

l 4 Cromatografias em coluna de gel de

DMCCI (80

Figura 21. Fluxograma do isolamento dos constituintes quimicos da fracdo II em
cloroférmio da casca do caule de D. morototoni.

Parte da fracdo III (18 g) foi solubilizada em metanol, sendo o restante da fracdo
utilizada para futuros bioensaios, incorporada em gel de silica e submetida a cromatografia
em coluna de gel de silica (180 g) utilizando-se como eluentes CHCl;, MeOH e mistura
destes em grau crescente de polaridade, foram coletadas 69 subfracdes. Essas subfra¢des
foram submetidas a analise comparativa através de cromatografia em camada delgada e
reveladas com sulfato cérico e/ou vapores de iodo. Apds andlise comparativa em CCD
usando-se como eluentes CHCI;, CHCl;:MeOH 5 a 25% e MeOH e revelagdo essa 7
subfracdes foram reunidas de 1-14(2,5g); 15-23 (1,17 g); 24-30(2,33 g); 31-34 (2,76 g); 35 (3
2); 36-51(2,29 g);52-69(1,36 g).

A subfracdo 15-23 (1,17 g; 6,5 %) foi solubilizada em metanol incorporada em gel
de silica e submetida a cromatografia em coluna de gel de silica (24 g) utilizando como
solventes: n-C¢Hy4, CHCIl;, MeOH e mistura dos mesmos obtendo-se uma fragdo de cor

branca codificada como DMC2 (60 mg) (Figura 22).
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A subfragdo 31-34 (2,76 g; 11,11%) obtida da fragdo III foi solubilizada em metanol
incorporada em gel de silica e submetida a cromatografia em coluna de gel de silica (24 g)
utilizando como solventes: n-C¢Hy4, CHCl3, MeOH e mistura destes em grau crescente de
polaridade, foram coletadas 37 fracdes. Essas fracdes foram submetidas a analise comparativa
através de CCD e reveladas com sulfato cérico e/ou vapores de iodo e reunidas em 14 grupos
1;2-3;4-8;9-10; 11-16; 17-18; 19-20; 21-24; 25; 26-28; 29-30; 35-36; 37. O grupo de 26-28
de cor branca foi codificada como DMC3 (120 mg). O grupo (17-18; 0,80 g; 40%) foi
submetido a trés processos de separacdo por cromatografias em coluna de gel de silica até
obtenc¢do de uma fragdo de cor branca, codificada como DMCI1 (40 mg) (Figura 22).

A subfragdo 35 (3,0g; 16,66%) obtida da fragdo III foi solubilizada em metanol
incorporada em gel de silica e submetida a cromatografia em coluna de gel de silica (60 g)
utilizando como solventes: CHCl;, MeOH e mistura destes em grau crescente de polaridade,
foram coletadas 20 fragoes. Essas fracdes foram submetidas a analise comparativa através de
CCD e reveladas com sulfato cérico e/ou vapores de lodo e reunidas em 9 grupos 1 ; 2; 3; 4-8;
9-14; 15; 16-18;19-20. O grupo 9-14 (0,59 g; 19,66%) foi submetido a cromatografia em
coluna de gel de silica e forneceu uma fracao de cor branca, codificada comoDMC3 (95 mg)
(Figura 22).

A subfragdo 36-51 (1,29 g; 7,16 %) obtida da fragdo III foi solubilizada em acetato
de etila incorporada em gel de silica e submetida & cromatografia em coluna de gel de silica
(26 g) utilizando como solventes: CHCIl; ¢ MeOH e mistura destes em grau crescente de
polaridade, foram coletadas 21 subfracdes. Essas subfragdes foram submetidas a analise
comparativa através de CCD e reveladas com sulfato cérico e/ou vapores de iodo e reunidas
em 14 grupos 1-2; 3-4; 5; 6-7;8; 9; 10; 11; 12; 13-16; 17; 18; 19-20; 21. O grupo 11 de cor
branca foi codificada como DMCC3 (38 mg) (Figura 22).
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Fracao em CHCI;
(44,0 2)

Fracionamento em gel de silica

1.eluntes: n-C¢H4; 2. CHCls; 3. MeOH; 4. Misturas

v v v v
I Il 111 I\%
(4,10 g) 9 g) (18g) (33,95

Coluna em gel de silica; eluentes: CHCI;
100%; CHCI3:MeOH (9,5:0,5); CHCI;:MeOH
- (8:2); CHCl3:MeOH (7:3); CHCl3:MeOH

69 fracdes (6:4); CHCL;:MeOH (1:1);; CHCl3:MeOH

(2,5:7,5); MeOH 100%.
CcC
\ 4
I ¥ 1 ! x
1-14 15-23 24-30 31-34 35 36-51 52-69
(2,5¢) 1,17 g) 2,33 9 2,76 g) (3,00 g) (1,29 g) | | (1,36
<4—Coluna em gel de silica —» 4= Coluna em gel de silica ’
A 4 v v v
DMCC2 37 20 frag:(”)es 21 fraqﬁes
(60 mg) fracdes )
1 CCD CCD
v
CCD v 9 grupos 14 grupos
14 grupos
J' 47
9-14 (0,59 g) DMCC3(38 mg)
v
1 Coluna em gel de silica
DMCC3 17-18 Y
(120 mg) (80 mg) DMCC3
(95 mg)
Trés colunas em gel de J
DMCC1(40 mg)

Figura 22. Fluxograma do isolamento dos constituintes quimicos da fracao III em
cloroférmio da casca do caule de D. morototoni.
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4.4.2 Madeira do Caule

Parte da fracdo em n-C¢Hj4 (11,80 g) proveniente da parti¢do liquido-liquido do
extrato bruto etandlico da madeira do caule foi submetida aos processos de purificagdo. Para

as separagoes por Cromatografia em Colunas (CC) foi utilizado gel de silica.

4.4.2.1 Fracao em Hexano

Ap6s solubilizacdo em cloroférmio, a fracdo em hexano (n-C¢Hj4) da madeira do
caule de D. morototoni (11,8 g) foi incorporada em gel de silica e submetida a cromatografia
em coluna de gel de silica (260 g) utilizando como fase movel os solventes: hexano (n-CgHj4),
cloroférmio (CHCl;), metanol (MeOH) e mistura dos mesmos, fornecendo sessenta e seis
fragdes, essas fragdes foram submetidas a andlise comparativa através de CCD e reveladas
com sulfato cérico e vapores de iodo e reunidas em 8 grupos 1-8 (0,85 g); 9-13 (0,12 g); 14-
24 (1,3 g); 25-31 (0,6 g); 32-37 (0,9 g); 38-46 (1,12 g);47-57 (0,82 g); 58-66 (0,95 g).

O grupo 14-24 (1,3g; 11%); foi submetido a separagdo por cromatografia em coluna
de gel de silica até obtengdo de uma fragdo de cor branca na forma de cristais codificada como
DMMI1 (200 mg) (Figura 23). O grupo 38-46 (1,12 g) foi submetida a cinco colunas de gel
de silica até a obtencdo de duas fragdes branca codificadas como DMM?2 e DMM3. Essas
fragdes demonstraram em CCD apenas um ponto na placa, e apesar da semelhanca entre si

receberam codigos diferentes e foram levadas para analise de RMN.

Fraciao em n-
hexano

‘ Cromatografia em coluna de gel de silica
1. eluentes: n-C¢Hy4; 2. CHCl3; 3. MeOH

66 fracoes

CCD 5 Colunas em gel de silica

4
IR TE.

1-8 9-13  14-24v 25-31 32-37 3846 47-57  58-66
(0.85g) (0,12¢) (1,3g) (0,69) (09g)  (1,12¢) (0,82g) (0,95¢)

Coluna em gel de silica ‘

DMMI1(200 me) v v
DMM2(56 mg) DMM3 (62 mg)

Figura 23. Fluxograma do isolamento dos constituintes quimicos da fragdo hexanica
do caule de D. morototoni.
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RESUMO

Esse trabalho descreve o estudo quimico da espécie vegetal D.morototoni amplamente
distribuida no Brasil. Considerando-se a escassa literatura sobre seu conhecimento
quimiotaxondmico buscou-se isolar e caracterizar seus metabolitos secundarios presentes nos
extratos etandlico da madeira e casca do caule. Os extratos foram submetidos a fitoquimica
classica e as substancias isoladas foram identificadas utilizando técnicas de IV ¢ RMN 1D
(‘H, °C, DEPT 90°, DEPT 135°) ¢ 2D (COSY, HSQC, HMBC e NOESY) ¢ comparagio
com dados da literatura. O estudo quimico da madeira levou ao isolamento e identificacdo do
acido 3-O-B-D- glicopiranosil (1—»2) B - arabinopiranosil (4— 1) B -glicopiranosil- oleano-
12-en-28 oico, acido 3-O-B-D- xilopiranosil (1—3) B- glicopiranosil-oleano-12-en-28-oico ¢ a
mistura de 3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol e 3-O-B-D-glicopiranosil-estigmasterol. Da
fracdo hexanica da madeira foram isolados os acido ursolico,acido oleanolico, a mistura dos
esterdides estigmasterol e B-sitosterol. Todos os compostos foram relatados pela primeira vez
na espécie D. morototoni.

ABSTRACT

This study describes the chemical D.morototoni of plant species widely distributed in
Brazil. Given the sparse literature on their knowledge chemotaxonomy sought to isolate and
characterize their secondary metabolites present in ethanolic extracts of wood and stem bark.
The extracts were submitted to classical and phytochemical substances isolated were
identified using IR and NMR techniques 1D (‘H, "*C, DEPT 90°, DEPT 135°) and 2D
(COSY, HSQC, HMBC and NOESY) and comparison with literature data . The chemical
study of wood led to the isolation and identification of the acid 3-O-f-D-glucopyranosyl (1—
2) B - arabinopiranosil (I — 4)-B-glucopyranosyl olean-12-en-28 oic, acid 3-O-B-D-
xilopiranosil (1 — 3) B-glucopyranosyl-olean-12-en-28-oic and the mixture of 3-O-B-D-
glucopyranosyl-sitosterol and 3-O-B-D-glucopyranosyl-stigmasterol. The hexane fraction of
the wood were isolated ursolic acid, oleanolic acid, the mixture of steroids stigmasterol and [3-
sitosterol. All compounds were first reported in the species D. morototoni.

INTRODUCAO

A familia Araliaceae distribui-se em todo o territorio brasileiro, com 40 géneros e
1500 espécies distribuidos no mundo (HUANG, 2008). O género Schefflera ¢ considerado o
maior da familia Araliaceae, com 600-900 espécies distribuidas principalmente em regides

tropicais do mundo (FRODIN, 1995, 2004; FRODIN & GOVAERTS 2003; PLUNKETT et
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al. 2005). No Brasil cerca de 50 espécies de Schefflera pertencente ao grupo “Didymopanax”,
que, embora tenha sido considerado durante muito tempo como um género a parte, consta
como sinénimo do primeiro (FRODIN, 1995).

Didymopanax morototoni conhecido popularmente como mandiocdo, ¢ uma arvore de
porte médio chegando a 30 m de altura. Possui fuste reto, cilindrico, cuja madeira ¢ usada
para carpintaria, marcenaria, construcdo em geral, palitos de fosforo e caixotaria (CORREA,
1978). Essa espécie ¢ de grande interesse para renovagdo dos recursos florestais da Amazonia
devido a seu rapido crescimento e capacidade de regeneragdo (DUBOIS, 1986). A literatura
apresenta poucos dados das aplicacdes medicinais e nenhum dado da constitui¢do quimica de
D. morototoni.

A madeira de D. morototoni € utilizada no Brasil para o controle do fluxo menstrual
(CARNEIRO, 2009). No Suriname a madeira ¢ usada para o tratamento de abscessos e a
casca do caule ¢ usada na Nova Guiana para o tratamento da picada de escorpido, ulceras e

feridas (FILIPPS e al., 2004).

MATERIAL E METODOS

Métodos gerais

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho Microquimica-MQAPF-
301. Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectrometro da marca
Varian 660-IR/FT-IR Spectrometer, através da técnica de ATR. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) ¢ de carbono (RMN "*C) unidimensional e
bidimensionais foram obtidos em aparelho Bruker Avance 400. Para as separagdes
cromatograficas em coluna, foi utilizada gel de silica 60 (70 - 230 ¢ 230-400 Mesh-ASTM,
Merck) e nas andlises cromatograficas em camada delgada, utilizaram-se placas da Merck
Kieselgel 60 F»s4 (0,25 mm de gel de silica com indicador de fluorescéncia UV254).

Material botanico

A espécie Didymopanax morototoni foi coletada no més de junho de 2007 no
municipio de Pilar no Estado de Alagoas. A confirmacdo da identificagdo botanica foi
realizada pelo Prof. Jos¢ Elias de Paula, e uma exsicata se encontra depositada sob o N°
JEB3634UB no Herbario do Departamento de Botanica do Campus da Universidade de
Brasilia — UnB.
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Extracao e isolamento dos constituintes quimicos

Casca do caule e madeira foram secas a temperatura ambiente (26 = 1 °C) e triturados
em maquina forrageira (Nogueira S.A. Maquinas Agricolas, Itapira, S. P., Brasil). O p6 da
madeira do caule (2000 g) e casca do caule (2000 g), foram submetidos a percolacdo com
alcool etilico a 90%, por trés vezes, consecutivas por 72 horas. O alcool etilico foi removido
em aparelho rotatorio a 50 °C e pressdo de 30 mmHg. Foram obtidos 300 g (15%) de extrato
bruto etandlico da casca do caule e 225 (11,25%) de extrato bruto etandlico da madeira do
caule, estes foram isoladamente solubilizados em MeOH:H,O (3:1) (IL) e extraidos
sucessivamente com solventes em ordem crescente de polaridade n-CsH14, CHCl3, AcOEt, gel
BuOH . A fragdo CHCI; oriunda da particdo liquido/liquido da casca do caule (98,6 g)
(32,85%) foi submetida a sucessivos fracionamento cromatograficos em coluna de gel de
silica tendo como fase modvel n-C¢H4,CHCIl;, MeOH e mistura dos mesmos. As fracoes
obtidas foram comparadas por cromatografia em camada delgada de gel de silica e usando
como revelador solucdo acida de sulfato cérico, reunindo-se as semelhantes. Parte da fracdo
eluida com CHCI;:MeOH 30% (9g) (9,12%) e CHCl3:-MeOH 50% (25,05 g) (25,4%) apos
sucessivos fracionamentos cromatograficos em coluna de gel silica, das fracdes m,l
CHCIl3:MeOH 30% e CHCI3:MeOH 50% resultou no isolamento do DMCC1 (40 mg) (1) da
fragdo CHCI3:MeOH 50% o DMCC2 (60 mg) (2) e DMCC3 (153 mg) (3). A fragdo hexanica
(23,5 g) (10,44%) obtida do extrato do bruto da madeira de D. morototoni apds sucessivos
fracionamentos resultou no isolamento de DMMI1 (200 mg) (4), DMM2 (56 mg) (5) e
DMM3 (62 mg) (6).

(DMCC1). Aspectos fisicos: solido amorfo branco, IV (AT) cm™: 1700; 3400. RMN 'H (400
MHz, CDCI5:CD;0D). 6 3,16 (1H,dd, J= 11,67 e 4,39 Hz, H-3); 5,24 (1H, J=7,30, H-12);
4,28 (H-17); 44,53 (H-17). RMN 'C (100 MHz, CDCl5:CD;0D 1:2): & 90,61 (C-3); 123,67
(C-12); 145,29 (C-13), 107,11 (C-17); 105,42(C-1"").

(DMCC2): Aspectos fisicos: solido amorfo branco, IV (AT) em’™': 1047, 1376, 1462, 1663,
2940, 3430, RMN 'H (400 MHz, CDCL): & 3,74 (1H, m, H-3); 5,52 (1H, si, J=5,13, Hz, H-6);
05,33 (1H, dd, J=8,72 e 16,5 Hz, H-22) ; 5,15 (1H, dd, J= 8,55 e 16,1 Hz, H-23), 4,55 (H-1",
d, J="7,86 Hz). RMN 'C (100 MHz, CDCl3): & 79 (C-3); 141,21 (C-5); 123 (C-6), 139,53 (C-
22); 130,13 (C-23); 102, 01(C-17); 62,48 (C-6°).

(DMCC3). Aspectos fisicos: s6lido amorfo branco, IV (AT) em™: 1692, 3400. RMN 'H (400
MHz, CDCIl5:CD;0D 1:2): 6 3,18 (1H, dd, H-3); 5,26 (1H, t, H-12); 4,44 (d, J=7,27, H-1");
4,72 (d, 1=7,27, H-1""). 4,59 (d, J=7,55, H-1’1"); RMN 'C (100 MHz, CDCl;:CD;OD 1:2): &
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91,42 (C-3); 123,41(C-12); 145,06 (C-13); 182,13 (C-28), 105,80 (C-17); 104,3 (C-1"");
104,80( C-1""").

(DMM1): Aspectos fisicos: cristais branco, IV (AT) cm’: 1047, 1376, 1462, 1663, 2937,
3426 RMN 'H (400 MHz, CDCls): & 3,53 (1H, m, H-3); 5,35 (1H, si, H-6); 5,15 (1H, dd, J=
8,3 ¢ 15,5 Hz, H-22); 5,01 (1H, dd, J= 8.4 ¢ 15,6 Hz, H-23). RMN 'C (100 MHz, CDCls): &
71,9 (C-3); 140,94 (C-5); 121,85 (C-6), 138,52 (C-22); 129,44 (C-23).

(DMM2): Aspectos fisicos: solido amorfo branco, IV (AT) cm™: 1692, 3442. RMN 'H (400
MHz, CDCl3/MeOD 1:1): 8 3,19 (1H, dd, J= 7,20 Hz e 13,20 Hz, H-3); ;5,26 (1H, t, J = 3,55
Hz, H-12); 2,85 (1H, dd, J=4,18Hz e J=3,64Hz, H-18); 0,91 ( 3H, s, H-29); 0,94 93H, s, H-
30). RMN 'C (100 MHz, CDCIl3/MeOD 1:1): & 79,30 (C-3); 123,14 (C-12); 144,66 (C-13),
181,57 (C-28)

(DMM3): Aspectos fisicos: solido amorfo branco, IV (AT) cm™: 1690, 3434. RMN 'H (400
MHz, CDCl3/MeOD 1:1): 6 2,86 (1H, dd, J= 5,38 Hz ¢ 10,8 Hz, H-3); 4,91(1H, t, /= 3,4 Hz,
H-12); 1,87 (1H, d, J = 12,0 Hz, H-18), 0,55(3H, d, J =7,3 Hz, H-29); 0,64 (3H, d, J =7,7 Hz,
H-30). RMN 'C (100 MHz, CDCl3/MeOD 1:1): § 78,32 (C-3); 125,23 (C-12); 137,92 (C-13),
180,38 (C-28).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A substancia DMCC]1 apresentou, em seu espectro no IV absor¢do em 1700 cm™ de
grupamento carboxilico e 3400 cm™ de grupo hidroxila (Figura 24) (MAHATO; KUNDU,
1994).

A analise do espectro de RMN '"H obtido em CDCl5:CD;OD 1:2 a 400 MHz da
substancia DMCC1 (Figuras 25 - 26) apresentou seis sinais na regido mais protegida; todos
simpletos (s) atribuidos a hidrogénios de sete metilas do nucleo triterpénico ligados a
carbonos ndo hidrogenados: 5 sinais para (3H) (3 0,80;0,84; 0,90; 1,03; 1,15 ) e um sinal em o
0,93 para 6H; um sinal como duplodupletoem 6 3,14 relativo ao hidrogénio carbinolico (H-3);
um sinal na forma de tripleto em 6 5,24 relativo ao hidrogénio olefinico (H-12) e 2 sinais
referentes a hidrogénios de carbonos anoméricos em 6 4,27 (d, J= 7,38), ¢ 4,53 (d, J=7,37)
(Tabela 3 ).

A anélise dos espectros de RMN °C da substancia DMCC1 (Figuras 27 - 28)
mostrou deslocamento quimico referente a seis carbonos quaternarios (6 31, 71; 42,80; 40,30;
40,62; 47,16) sendo um carbono olefinico em o 145,29 (C-13) ¢ um carbono saturado
ramificado (86 40,30). O espectro do DEPT 135 (Figuras 29 - 30) revelou um total de 12
carbonos metilénicos.

O espectro de HSQC da substancia DMCC1 (Figura 31) confirmou as correlagdes
do hidrogénio em 6 3,14 (H-3) com o carbono carbinolico em 6 90,61; do hidrogénio vinilico

em 0 5,23 (H-12) com o carbono ¢ 123,67 (C-12).
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Pelo experimento de HMBC (Figuras 32) foi possivel observar a correlacdo em &
90,61 (C-3) com os hidrogénios das duas metilas Ha3 (3 1,05) e Ha4 (8 0,84), as quais estdo
correlacionadas entre si (esta correlagdo em W também é mostrada no COSY) e com o C4 (8
40,30), isto confirma que estas metilas estdo no mesmo carbono Cy4 (6 40,40). O Cs (5 57,10)
mostra correlagdes com os hidrogénios das metilas Haz (& 1,05), Ha4 (8 0,84) € Hps (8 0,93). O
Cio (0 37,90) esta ligado aos hidrogénios da metila H,s (8 0,93) fechamento do primeiro anel.

No segundo anel que o foi observado que o Co (6 48,93) mostra correlagdo com os
hidrogénios das duas metilas Hjs (8 0,93) e Has (6 0,80) e que o Cjp (6 37,90) mostra
correlagdo com os hidrogénios da Hjs fechando o segundo anel.

Considerando o terceiro anel, o Cj3 (3 145,29) altamente desprotegido, devido a
ligacdo dupla correlaciona-se com os hidrogénios do Hy; (8 1,15) e o Cia (& 42,96)
correlaciona-se com os hidrogénios da metila em Hys (6 0,80) e Hy; (6 1,15) ligando o
segundo anel ao terceiro anel.

Foram observadas no espectro de COSY (Figuras 33) as correlagdes entre em o 1,59
(H-1) com o hidrogénio em & 0,93 (H-25). O hidrogénio em 63,16 (H-3) com o H-2 em &
1,67. O hidrogénio em & 2,84 (H-18) esta correlacionado com o hidrogénio em & 1,67 (H-19,
além das correlagdes dos hidrogénios das duas metilas em o 1,05 (H-23) e 6 0,84 (H-24).

A substancia DMCC1 foi caracterizada como o Acido 3-O-p-D- xilopiranosil (1—3)

B- glicopiranosil-oleano-12-en-28-oico (Figura 34).

O espectro de infravermelho da substancia DMCC2 obtidos na regido de
comprimento de onda revelou a presenca de bandas de estiramento para grupos hidroxila em
3430 cm'l, sistema alifatico 2940 cm'], ligacdo olefinica em 1663 cm'l, estiramento C-O em
1047 cm™, além de banda de deformacdo do esqueleto carbdnico olefinico em 1462 ¢ 1376
cm’'(Figura 35) (SILVERSTEIN et al., 1994).

Os espectro de RMN 'H obtido em CDCl; a 400MHz da substancia DMCC2 (Figura
36 ) apresentou um multipleto em & 3,76 atribuido ao hidrogénio carbinélico H-3; um
simpleto largo referente a um hidrogénio em & 5,52 atribuido ao hidrogénio olefinico (H-6)
dos dois compostos, um duplo dupleto em 6 5,33 (J22.25= 16,5 € Jx20= 8,72 ¢ Hz) atribuido ao
H-22; um duplo dupleto em 6 5,15 (J23.20= 16,5 8 € Jx324= 8,72 Hz) atribuido ao H-23. Os
sinais dos demais hidrogénios— metinicos, metilénicos e metilicos- apareceram na regido entre
00,87 a2,34.

Além dos deslocamentos anteriormente citados, sdo observados ainda sinais que

caracterizam a presenga de uma unidade de carboidrato. Observa-se um sinal referente ao
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hidrogénio anomérico em 6 4,55 (J= 7,86 Hz, d, H-1"), um sinal em 6 3,86 (J=4,95 Hz ) e um
duplo dupleto em 64,01(J=8 Hz e 2,47 Hz), atribuidos a H-6’a e H-6’b, respectivamente.

O espectro de RMN de C de DMCC2 (Figura 37) apresentaram deslocamentos
quimicos em o 141,21 e 123, tipicos do sistema olefinico entre C-5 e C-6 e sinais em 6 139,53
e 130,13, caracteristico do sistema olefinico entre C-22 e C-23 e um sinal em 6 79, referente
ao carbono carbinolico C-3. Foi possivel observar no um sinal intenso em & 102, 01 de
carbono anomérico, e sinais correspondentes a outros cinco CH em ¢ 74,50 (CH-2’), 77,50
(CH-3"), 71,17 (CH-4"), 77,08 (CH-5"), (CH-6") além do sinal em & 62,48 (CH,-6’). Pelo
experimento de COSY o sinal referente ao hidrogénio ligado ao carbono anomérico em 6 4,55
(J= 17,86 Hz, d, H-1") foi correlacionado com os sinais em ¢ 3,35(J= 8,18 Hz, t, H-2") ¢ 3,75
(/= 7,86 Hz, m, H-3,). Pelo experimento de HMBC foi possivel correlacionar com o
hidrogénios 6 3,42 (H-5") com os hidrogénios do carbono metilénico em 63,86 (H-5a") e 4,01
(H-5b") (Tabela 4 ). Por comparagdo dos dados de RMN de B¢ obtidos para DMCC2 com
aqueles descritos na literatura (BORGES, 2006), foi possivel a identificacdo da mistura de 3-
O-B-D-glicopiranosil-sitosterol e 3-O-B-D-glicopiranosil-estigmasterol em DMCC2 (Figura
38).

Na analise do espectro na regido de IV da substdncia DMCC3 foram observados,
dentre outras, banda em 1692,82 cm’ compativeis com carbonila de 4cido carboxilico e 3400
cm’ de grupo hidroxila (Figura 39) (MAHATO & KUNDU, 1994).

A andlise do espectro de RMN '"H obtido em CDCl;5:CD;OD 1:2 a 400 MHz da
substancia DMCC3 (Figuras 40 - 41) apresentou seis sinais na regido mais protegida; todos
simpletos atribuidos a hidrogénios de sete metilas do nucleo triterpénico ligados a carbonos
ndo hidrogenados: 5 sinais para (3H) (6 0,81a 1,16) e 1 sinal para 6H (5 0,94, ), um sinal na
multipleto em 6 3,18 relativo ao hidrogénio carbinolico (H-3); um sinal na forma de tripleto
em o 5,26 relativo ao hidrogénio olefinico (H-12) e 3 sinais referentes a hidrogénios de
carbonos anoméricos em o 4,72 (d, J=7,27), 4,59 (d, J=7,55) ¢ 4,44 (d, J=7,27) (Tabela 5 ).

A analise dos espectros de RMN °C da substdncia DMCC3 (Figuras 42 - 43)
mostrou deslocamento quimico referente a oito carbonos quaternario seis da jung¢@o dos anéis
(6 37,79; 40,40, 40,41; 47,53; 42,77) sendo um carbono olefinico em & 145,06 (C-13) e um
carbono carbonilico em & 182,13 (C-28) e um carbono saturado ramificado (6 40,40). O
espectro do DEPT 135 (Figuras 44 - 45) revelou um total de 13 carbonos metilénicos sendo
trés das unidades de carboidratos.

O HSQC da substancia DMCC3 (Figura 46) confirmou as correlagdes do hidrogénio

em 0 3,18 (H-3) com o carbono carbinolico em & 91,42; do hidrogénio vinilico em 6 5,26 (H-
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12) com o carbono 6 123,41 (C-12) e dos hidrogénios metilicos (6 0,81; 6 0,87; 0,92; 0,94;
1,07; 1,16) com os seus respectivos carbonos (& 17,71; 16,80; 33,45; 16,01 e 24,12; 28,37;
26,57).

Pelo experimento de HMBC (Figura 47) foi possivel observar a correlacdo do em &
91,42 (C-3) esta correlacionado com os hidrogénios das duas metilas Hy3 (6 1,07) ¢ Hy4 (0
0,87), as quais estdo correlacionadas entre si (esta correlagio em W também ¢ mostrada no
COSY) e com o Cy4 (6 40,40), isto confirma que estas metilas estdo no mesmo carbono C4 (8
40,40) e que este carbono esta ligado ao C; (8 91,42); o Cs (6 56,89) mostra correlagdes com
os hidrogénios das metilas Hy; (8 1,07) e Ho4 (6 0,87) € Hps (8 0,94) e os hidrogénios Hys (8
0,94) mostram correlagdo com o Cjg (6 37,79) e com o C; (6 39,75). Isto confirma que o
primeiro anel esta ligado através do C; (6 91,42) ao C4 (8 40,40), que por sua vez esta ligado
as metilas Hy; (6 1,07) e Ha4 (8 0,87) e ao Cs (6 56,89), o qual esta ligado ao Cyg (6 37,79),
que esta ligado a metila Hps (8 0,94) e ao C; (8 39,75), determinando o fechamento do
primeiro anel.

Observando-se no segundo anel que o Co (& 48,81) mostra correlacdo com o0s
hidrogénios das duas metilas Hys (6 0,94) e Hays (6 0,81) e os hidrogénios Hjs mostra
correlacdo com o Cg (6 40,41) e Cy( (3 37,79), fechando o segundo anel.

Considerando o terceiro anel, o C;3 (8 144,66) altamente desprotegido, devido a
ligacdo dupla, e o Cy4 (8 42,77) correlacionam-se com os hidrogénios do Hy; (& 0,16) o
carbono Cj4 (8 42,77) correlaciona ainda com os hidrogénios da metila em Hys (& 0,81)
ligando o segundo ciclo ao terceiro anel.

Os sinais tuteis para a identificagdo do esqueleto do agucar foram principalmente os
referentes as metilas presente na regiio mais blindada. O espectro de RMN de *C mostrou
trés sinais de carbonos anoméricos em 6 104,31; 104,80 e 105,80 correlacionados (segundo o
mapa de correlacio HSQC) com 3 sinais referentes a hidrogé€nios de carbonos anoméricos, em
6 4,7 (d, J=7,27), 4,59 (d, J=7,55) e 4,44 (d, J=7,27). O sinal em 6 91,42 referente ao C3 da
aglicona mostrou correlagdo no mapa de contorno HMBC com o H anomérico em 6 4,44 (dd,
J=7,27) confirmando a presenca de uma unidade glicosidica no C-3 da aglicona.

Partindo-se do primeiro agucar observa-se pelo mapa de contorno HMBC que o C1’
(0 105,80) esta correlacionado com o hidrogénio oximetinico do H3 (& 3,18) e com os
hidrogénios metilénicos H5 (6 3,56 e 3,90) e H2’ (6 4,00) que estdo correlacionados entre si
pelo COSY (Figura 48). O C4°(5 83) tem correlacdo com o H1”” (3 4,59) ligado ao carbono
anomerico do terceiro residuo de agticar. A OH no C4’(6 83) ¢ axial e o H (6H 4,07, sl) ¢

equatorial. O C2’ (6 76,86) mostrou correlagdo pelo HMBC com o hidrogénio anomérico
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H1”’ (6 4,72) do segundo residuo de acucar, ligando o primeiro actcar ao segundo, o H2’(
4,00) esta correlacionado com H1°(6 4,44), H3’(d 3,84) e H4’(d 4,07) pelo COSY. O H4’(
4,07) esta correlacionado via COSY com os hidrogénios H5°(6 3,56 e 3,90).

No segundo residuo de agucar observa-se que o C1°’ (6 104,3) esta correlacionado
com o H2”’ (6 3,50). O C2”’ (& 73,2) mostra correlagdo com H3*’(3 3,83) e H4”” (6 3,48). O
C3’’ (6 70,16) esta correlacionado com H4’’ (83,48).

O carbono anomérico do terceiro residuo de acucar C1°°’(6 104,80) mostra
correlacdo com H4’(8 4,07) e H-2""(63,33) e 0o H1”°(6 4,59) esta correlacionado via COSY e
NOESY com os H-2""°(6 3,33) e H-6""(5 3,83). O C2°”” (6 74,92) mostra correlagdo com o
H3’°(6 3,38) e 0 H3’’mostra correlagdo pelo COSY com o H17°’(d 4,59). O C3°°°(d 77,77)
esta correlacionado com o H2”°(6 3,33) e H4°’(d 3,36). O C4””* (6 70,87) mostra correlacao
com H3*”” (& 3,38), o C5°’(d 77,64) mostra correlacdo com H4’*’(d 3,36), os hidrogénios
metilénicos H6’”’(6 H3,73 e 3,83) mostram correlagcdo geminal (Tabela 5 ).

A substancia DMCC3 é o Acido 3-O-B-D- glicopiranosil (1—2) B - arabinopiranosil

(4— 1) B -glicopiranosil- oleano-12-en-28 oico (oleanodlico). (Figura 49).

A sustancia DMMI1 revelou em seu espectro obtido na regido de comprimento de
onda do infravermelho bandas de estiramento para grupos hidroxila em 3426 cm’, sistema
alifatico 2937 cm™, ligacdo olefinica em 1663 cm’, estiramento C-O em 1047 cm™, além de
banda de deformacdo do esqueleto carbonico olefinico em 1462 e 1376 cm’ (Figura 50)
(SILVERSTEIN et al., 1994).

No seu espectro de hidrogénio em CHCl; a 400 MHz (Figuras 51 - 52) apresentou
um multipleto em & 3,53 atribuidos aos hidrogénios carbinodlicos H-3, um sinal largo em 6
5,35 atribuido aos hidrogénios olefinicos (H-6), um duplo dupleto em & 5,15 (J 2,25= 15,5 ¢
J2.04= 8,3 Hz) atribuido ao H-22; em um duplo simpleto em 6 5,01 (J23.20= 15,5 € J23.24= 8,3
Hz) atribuido ao H-23, os sinais em 6 5,01 ¢ 5,15. Os sinais dos demais- metilicos,
metilénicos e metinicos — aparecem em 6 0,7 a 2,3.

O espectro de RMN °C obtido em CHCl; de DMM1 (Figura 53 - 54) 100MHz
apresentaram deslocamento quimicos em 6 140,94 e 121,85 tipico de sistema olefinico entre
C-5e C-6,em 6 138,52 e 129,44, caracteristico do sistema olefinico entre C-22 ¢ C-23, e em o
71,9 referente ao carbono carbindlico C-3 (Tabela 6 ).

A analise comparativa dos dados espectrais com aqueles relativos na literatura

(GALOTTA, 2005) permitiu identificar a substincia DMMI1 como uma mistura de
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fitoesterdides conhecidos como sitosterol (estimasta-5-en-3p3-ol) e estigmasterol (5,22-

estimastadien-3f-ol) (Figura 55).

O espectro da substancia DMM2 obtido na regido de comprimento de onda do
infravermelho apresentou bandas de estiramento para carbonila carboxilica (1692,82 cm™) e o
grupo hidroxila (3442,69 cm™) (Figura 56) (MAHATO e KUNDU, 1994; BARBOSA,
2007).

Na anélise do espectro de RMN H' obtido em CDCl3/MeOD 1:1 a 400 MHz da
substancia DMM?2 (Figuras 57 - 58) foi observado 7 sinais na regido mais blindada entre &
0,78 e 1,17; todos simpletos atribuidos a hidrogénios de grupos metilas ligados a carbonos
ndo hidrogenados, um sinal em 6 3,19 na forma de um duplo dupleto (dd) com constante de
acoplamento (J= 7,20 Hz e J = 13,20 Hz) caracteristico de hidrogénio carbindlico H-3; um
sinal em & 5,26 na forma de tripleto (t) com J= 3,55 Hz, caracteristico de hidrogénio olefinico
H-12 (ARAUJO e CHAVES, 2005). Foi identificado ainda dois sinais relativos a hidrogénio
metinicos: 6 0,73 (d, /=10,7 Hz) e 6 2,85 (dd, J/=4,18 Hz ¢ J=3,64 Hz)

Analisando o espectro de °C (Figuras 59 - 60) ¢ subespectro de DEPTs 135°
(Figuras 61 - 62) da substincia DMM2 obtidos em CDCIl3/MeOD 1:1, apresentaram
deslocamentos quimicos em & 123,14 e 144,66 indicam a existéncia na molécula de uma
ligacdo dupla do tipo trissubstituida, relativos a carbonos olefinicos C-12 e C-13, além de
sinais em 79,30 ¢ 181,57 atribuidos aos carbonos carbindlico (C-3) e carboxilico (C-28)
respectivamente.

O espectro de HSQC da substancia DMM2 (Figura 63) confirmou as correlagdes do
hidrogénio em o 3,19 (H-3) com o carbono carbindlico em & 79,30; do hidrogénio vinilico em
6 5,26 (H-12) com o carbono 6 123,14 (C-12) e dos hidrogénios metilicos (6 0,78; & 0,80;
0,91; 0,93; 0,94; 0,98; 1,17) com os seus respectivos carbonos (5 16,09; 17,40; 33,43; 15,73;
23,87; 28,50; 26,32).

Pelo experimento de HMBC (Figura 64) foi possivel observar a correlagdo em o
90,30 (C-3) com os hidrogénios das duas metilas Hy3 (3 0,98) e Hy4 (8 0,78), as quais estdo
correlacionadas entre si (esta correlagdo em W também ¢é mostrada no COSY) e com o C4 (8
39,43), isto confirma que estas metilas estdo no mesmo carbono C4 (6 40,40) e que este
carbono esté ligado ao C; (8 90,30); o Cs (6 56,9) mostra correlacdes com os hidrogénios das
metilas Hy; (6 0,98), Ha4 (86 0,78), € Ha5(6 0,93). O Cy3 (0 144,66) esta correlacionado com os
hidrogénios do Hy (8 1,55), Hy1 (8 1,88) Hiz (8 5,26), Hae (8 0,80) e Ha7(6 1,17).
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Foram observadas no espectro de COSY (Figura 65) as correlagdes entre o hidrogénio
carbindlico em 6 3,19 (H-3) com os hidrogénios em 6 1,03 (H-1); 1,61 (H-1); 1,57(H-2); 0.93
(H-23). O hidrogénio olefinico em 5,26 (H-12) e sta correlacionado com os hidrogenios em &
1,55 (H-9); 1,88 (H-11); 2,85 (H-18); 1,69 (H-19).0s hidrogénios das duas metilas exibiram
correlagdes em 6 0,98 (H-23) e 6 0,78 (H-24). Todas as correlagdes de HSQC, HMBC ¢
COSY estao representadas na Tabela 7. Em adigdo aos dados espectroscopicos descritos na
literatura, permitiram constatar que a substancia é o acido oleanoélico (Figura 66).

A substancia DMM3 apresentou no espectro obtido na regido de comprimento de
onda do infravermelho bandas de estiramento para carbonila carboxilica (1690,79 cm™) e para
grupo hidroxila (3434,39 cm™) (Figura 67) (MAHATO ¢ KUNDU, 1994; BARBOSA,
2007).

Na analise do espectro de RMN H' obtido em CDCl3/MeOD 1:1 substincia DMM3
(Figuras 68 — 69), foram observados sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos entre &
0,45 e 0,78; sendo 5 simpletos (s) atribuidos a hidrogénios de grupos metilas ligados a
carbonos ndo hidrogenados e 2 dupletos (d) relativos a hidrogénios de metilas ligadas a
carbonos monohidrogenados. Foi observado um sinal em 6 2,86 na forma de um duplo
dupleto (dd) com constantes de acoplamento (J) (5,38 Hz e 10,8 Hz), caracteristico de
hidrogénio carbindlico em triterpenos 3B-OH; um sinal em & 4,91 (1H, t, J = 3,4Hz)
caracteristico de hidrogénio olefinico H-12.

Esses dados em conjunto com a anélise do espectro de RMN +C (Figuras 70 - 71) e
subespectro de DEPTs 135° (Figura 72) da substancia DMM3 obtidos em CDCl3/MeOD 1:1
evidenciou uma molécula com um total de 30 atomos de carbonos: sendo 7 carbonos
metilicos 9 carbonos metilénicos, 7 carbonos metinicos e¢ 7 carbonos nao hidrogenados (9),
sendo um deles um grupo carbonila, segundo o espectro >C por diferenca de 135°. Foram
identificados sinais em & 78,32 e 180,38 atribuidos aos carbonos carbindlico (C-3) e
carboxilico (C-28), e em adi¢do aos dados espectroscopicos descritos na literatura, , além dos
sinais em & 125,23 ¢ & 137,92 indicam a existéncia na molécula de uma liga¢ao dupla do tipo
trissubstituida, relativos a carbonos olefinicos C-12 ¢ C-13.

O espectro de HSQC da substancia DMM3 (Figura 73) confirmou as correlagdes do
hidrogénio em o 2,86(H-3) com o carbono carbindlico em 6 78,32; o hidrogénio vinilico em 6
4,91t(H-12) com o carbono & 125,23 (C-12) e dos hidrogénios metilicos ligados a carbono
quaternario (6 0,45; 0,53; 0,62; 0,65; 0,78) com os seus respectivos carbonos (6 15,15; 16,45;
14,91; 23,06) e dos hidrogénios metilicos (6 0,55; J =7,3 Hz e 6 0,64; J=7.7 Hz) ligados a
carbono monohidrogenado (6 16,52; 20,56).
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Pelo experimento de HMBC (Figura 74) foi possivel observar a correlagdo em do
carbono em 6 78,32 (C-3) com os hidrogénios das duas metilas do Ha3 (6 0,65) e Ha4 (8 0,45),
as quais estdo correlacionadas entre si (esta correlacdo em W também ¢ mostrada no COSY) e
com o Cy4 (6 38,30), isto confirma que estas metilas estdo no mesmo carbono. O Cs (& 55,03)
mostra correlagdes com os hidrogénios das metilas Hp3 (6 0,65) € Hy4 (8 0,45). O Cs (8 39,16)
mostra correlagdes com os hidrogénios em Hy (8 1,20), Hye (6 0,53) e Hy7 (8 0,78).0 Cy3 (8
137,92) esta correlacionado com os hidrogénios do Hjs (1,58; 1,65), His (6 1,87), e Ha7(d
0,78). Foram observadas ainda a correlagdo da metila em Hy3 (8 0,65) com os hidrogénios da
metila em Hy4 (8 0,45). O carbono em Cyg (6 180,32) com hidrogénios do Hie (6 1,32; 1,69).

Foram observadas no espectro de COSY (Figura 75) as correlagdes entre o hidrogénio
carbindlico em 6 2,86 (H-3) com os hidrogénios em 6 1,34 (H-1); 1,32 (H-2); 1,25 (H-2). O
hidrogénio olefinico em 4,91 (H-12) e sta correlacionado com os hidrogenios em 6 1,58 (H-
15); 1,65(H-15); 1,87 (H-18). Os hidrogénios das duas metilas exibiram correlacdes em &
0,65(H-23) ¢ 6 0,45 (H-24). Todas as correlagbes de HSQC, HMBC e COSY estao
representadas na Tabela 8. Em adicdo aos dados espectroscopicos descritos na literatura,

permitiram constatar que a substancia ¢ o acido ursolico (Figura 76).

CONCLUSAO

O estudo quimico da casca do caule de D. morototoni permitiu o isolamento de:
DMCCI uma saponina triterpénica (acido 3-O-B-D- xilopiranosil (1—3) B- glicopiranosil-
oleano-12-en-28-oico), DMCC2 (mistura de [-sitosterol glicosilado e estigmasterol
glicosilado) e DMCC3 uma saponina triterpénica (acido 3-O-B-D- glicopiranosil (152) B -
arabinopiranosil (4— 1) B -glicopiranosil- oleano-12-en-28 oico). Os compostos isolados da
madeira: DMMI1 (mistura de sitosterol e estigmasterol), DMM2 (acido oleandlico) e DMM3
(4cido ursolico).
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Figura 24. Espectro na regido do infravermelho da substincia codificada DMCC1
obtido através da técnica de ATR.
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Figura 26. Espectro de RMN 'H da DMCCI1 com expansio, Solvente CDCI3/MeOD
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Figura 27. Espectro de RMN °C da DMCC1, Solvente CDCI3/MeOD 1:2.



81

Figura 28. Espectro de RMN "°C da DMCC1 com expansio, Solvente CDCI3/MeOD 1:2.
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Figura 30. Espectro de C ¢ DEPT 135 da DMCCI, Solvente CDCI3/MeOD 1:2.
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Tabela 3. Dados de RMN "H, °C, HSQC, COSY e HMBC para substincia DMCC]1. Valores de deslocamento quimico em ppm, solvente

CDClI5:CD;0D 1:2.

ch H' HMBC COSY
Carbono  &CP SH! SH! oH
1 CH, 39,86 0,95; 1,59 0,93 (H-25) 1,67 (H-2):[ 3,16 (H-3)]
2 CH, 27,11 1,67; 1,08 -
3 CH 90,61 3,16 (dd, J=11,67 ¢ 0,84 (H-24); 1,05 (H-23); 4,29 (H- 3,16 (H-3): [1,67 (H-2)]
4,39Hz) 1)
4 C 40,30 - 0,84 (H-24);1,05 (H-23)
5 CH 57,10 0,77 0,84 (H-24);0,93 (H-25);1,05 (H- 0,77(H-5):1,37 (H-6)]
23)
6 CH, 19,40 1,37; 1,52 - 1,37 (H-6) [0,77(H-5)]
7 CH, 34,07 1,29 0,80(H-26);
8 C 40,62 - 0,80(H-26);1,15 (H-27)
9 CH 48,93 1,53 0,80(H-26);1,15 (H-27)
10 C 37,90 - 0,77 (H-5); 0,93 (H-25); 1,59 (H-
1)
11 CH, 24,61 1,89 -
12 CH 123,67 5,24 (d, J=7,30) - 5,24 (H-12): [1,89 (H-11)]
13 C 145,29 - 1,15(H-27)
14 C 42,96 - 0,80(H-26);1,15 (H-27)
15 CH, 24,14 1,09; 1,59 -
16 CH, 28,92 1,04; 1,74 1,15(H-27)
17 C 47,16 - 0,90 (H-29); 0,93 (H-30)
18 CH 42,80 2,84 (dd, J=13,66 ¢ 0,80(H-26);1,15 (H-27) 2,84 (18) : [1,67 (H-19)]
4,55Hz)
19 CH, 47,34 1,18; 1,67 0,90 (H-29); 0,93 (H-30)
20 C 31,71 - 0,90 (H-29); 0,93 (H-30)
21  CH, 35,05 1,15; 1,34 0,90 (H-29); 0,93 (H-30)
22 CH, 33,90 1,52; 1,70 0,93 (H-30)
23 CHs 28,67 1,05 0,84 (H-24)
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4,01 (H-4") : [3,85 (H-52") |

3,85 (H-52°) : [3,53(H-5"b); 4,01 (H-4")]
3,53: (H-5’b) :[ 3,85 (H-52°) ; 4,01 (H-4")]
4,53 (H-17) : [3,28 (H-3""); 3,29 (H-3"")]
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Figura 34. Estrutura quimica do triterpeno DMCCI1 do tipo oleano isolado de D.
morototoni.
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Figura 35. Espectro na regido do infravermelho das substancias DMCC2 obtido

através da téenica de ATR.
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Tabela 4. Resultados experimentais de RMN (*C: 100 MHz, 'H: 400 MHz CDCl;) das
substancias DMCC2a e DMCC2a comparados com a literatura (BORGES, 2006).

Experimental Literatura
CDCls3 CDCls

C DMCC2a DMCC2b B-Sitosterol Estigmasterol

&C SH 5C SH s8C Ac
1 38,10 38,10 37,2 37,2
2 31,08 31,08 31,6 31,6
3 79 3,74m 79 3,74m 71,8 71,8
4 41,37 41,37 42,3 42,3
5 141,21 141,21 140,7 140,7
6 123 552dJ=5,13 123 552dJ=5,13 121,7 121,7
7 31,08 31,08 31,9 31,9
8 30,31 30,31 31,9 31,9
9 50 50 50,1 50,1
10 36,92 36,92 36,6 36,6
11 21,57 21,57 211 211
12 40,55 40,55 39,9 39,7
13 41,33 41,33 42,3 42,2
14 56,96 56,96 56,6 56,6
15 24,99 24,71 24,3 24,4
16 29,71 29,08 28,8 28,9
17 56,85 56,85 56,0 55,9
18 12,36 0,87s 12,36 0,87s 11,9 12,0
19 19,54 0,96 s 19,54 0,96 s 19,4 19,4
20 37,02 37,02 36,1 30,5
21 19,29 1,08 s 19,29 1,08 18,8 21,2
22 34,71 139,53 5,33 (dd J=8,72 ¢ 33,9 138,3

16,5 Hz)
23 26,15 130,13 5,15dd J=855e 26,6 129,2
16,1 Hz)

24 46,078 51,16 45,5 51,2
25 29,33 32,09 29,1 31,9
26 19,94 1,17d 21,72 1,18d 19,9 211
27 20,33 0,99 sl 20,33 0,99 sl 19,0 19,0
28 23,77 25,07 23,0 254
29 12,39 0,85 sl 12,39 0,85 sl 12,0 12,3
1 102,01 4,55 (d, J=7,86 Hz)
2 74,50 3,36
3 77,50 3,53
4 71,17 3,46
5’ 77,08 3,42

6’ 62,48 3,86; 4,01
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Figura 38. Estrutura das substdncias DMCC2a e DMCC2b isoladas da casca do caule de D.
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Figura 39. Espectro na regido do infravermelho da substancia DMCC3.
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Figura 40. Espectro de RMN 'H da DMCC3, Solvente CDCI3/MeOD 1:2.
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Figura 42. Espectro de RMN °C da DMCC3, Solvente CDCI3/MeOD 1:2.
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Figura 43. Espectro de RMN C da DMCC3 em expansao, Solvente CDC13/MeOD
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Tabela 5. Dados de RMN 'H, °C, HSQC, COSY ¢ HMBC para substincia DMCC3. Valores de deslocamento quimico em ppm, solvente CDCl3:CD;0D

1:2.)
ch H' HMBC COSY TOCSY NOESY
Carbo  8CP SH! SH! 5Ha SHb SHb
no
1 CH, 39,75 1,03;1,64 0,94 (H-25) 1,03 (H-1);[ 1,64 1,03 (H-1);[1,64(H-1) 3,18(H-3)];1,64 (H- 1,03 (H-1);[3,18(H-3)];1,64
(H-1)] 1);[ 1,64(H-1) ;1,03 (H-1);[3,18(H-3)]; (H-1);[3,18(H-3)];
2 CH, 27,01 1,75;1,84 1,75(H-2) 1,75(H-2) [;3,18(H-3)];1,84 [;3,18(H-3)]; 1,75(H-2) [;3,18(H-3)];1,84
[;3,18(H-3)];
3 CH 91,42 3,18dd 1,07(H-23); 0,87(H-24); 3,18(H-3) 3,18 (H-3);[1,03 (H-1);1,64 (H-1); 1,75(H- 3,18 (H-3);[1,03 (H-1);1,64 3,18(H-
4,44(H-1°) 2)1,84 (H-2):4,44(H1’) (H-1); 1,75(H-2)1,84 (H-2) 3):[0,78(H-5)];
4 C 40,40 1,07(H-23); 0,87(H-24)
5 CH 56,89 0,78d 1,07(H-23); 0,87(H- 0,78 (H-5) 1,39 (H-6); 1,57(H-6)] 1,57(H-6) 0,78 (H-
24);0,94 (H-25) 5):[1,57(H-6)]
6 CH, 1920  1,39;1,557 1,39 (H-6);[; 1,39 (H-6) [0,78 (H-5)];1,57 (H-6) [0,78 (H- 1,57 (H-6) [0,78 (H-5);
1,57(H-6)] 5)]; 1,23(H-7); 0,88(H-24)];
7 CH, 34,87 1,14:1,23 1,14(H-7);1,23(H-  1,14(H-7)[1,23(H-7)]; 1,23(H-7);[1,14(H-7)] 1,23(H-7);[1,57(H-6)] 1,23(H-
7) 7);[1,39(H-6)]
8 C 40,41 0,81 (H-26);1,16 (H-27)
9 CH 48,381 1,58 0,94 (H-25);0,81 (H- 1,58(H-9) 1,91(H-11); 1,91(H-11);5,26 (H-12)
26);5,26(H-12);
10 C 37,79 0,94 (H-25)
11 CH, 2444 191(tJ=13 1,91(H-11) 1,58(H-9);5,26(H-12) 1,58(H-9);5,26(H-12) 1,91(H-
¢ 6,16) 11);[(5,26 (H-
12)
12 CH 12341 5,26t 5,26t (H-12) 1,58(H-9);1,91(H-11);2,87(H-18) 1,58(H-9);1,91(H-11) 5,26 (H-
12);[1,91(H-
11); 2,87(H-18)]
13 C 145,06 1,16 (H-27)
14 C 42,77 0,81 (H-26);1,16 (H-27)
15 CH, 24,01  1,62;2,01 1,62(H-15);[ 1,62(H-15);[2,01(H-15);1,16(H- 2,01(H-15);[(1,1(H-16)]
2,01(H-15)] 26)];2,01(H-15[1,62(H-15);1,1(H-16)]
16 CH, 28,72 1,1; 1,18 1,16 (H-26) 1,11(H-16);[ 1,1(H-16);[2,01(H-15)];1,18(H-16):[2,87(H- 1,1(H-16);[2,01(H-15)]
1,18(H-16)]; 18)]:
17 C 47,53 1,76(H-21)
18 CH 42,52 2,87 5,26(H-12); 2,87(H-18) 5,26(H-12);1,18(H-16);1,17(H-19);1,69(H-  1,69( H-19)] 2,87(H-
19) 18);[5,26(H-

12)]
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19 CH, 47,12 117,169 0,92 (H-29); 0,94(H-30) 1,17( H-19);[ 1,17( H-19);[ 2,87(H-18)];1,69( H-19)[ 1,69( H-19)[ 2,87(H-18)];
1,69( H-19)] 2,87(H-18)];
20 C 31,57 0,92 (H-29); 0,94(H-30)
21 CH, 33,86 1,57, 0,94 (H-29); 1,57(H-21);[ 1,57(H-21);[1,76(H-21)];1,76(H-
1,76 1,76(H-21) 21)[1,57(H-21)]
22 CH, 33,69
23 CH; 28,37 1,07 3,18(H-3); 0,87(H- 0,87(H-23)
24)
24 CH; 16,80 0,87 3,18(H-3); 0,78(H- 1,57(H-6)
5);1,07(H-23)
25 CH, 16,01 0,94s 1,03 (H-1); 1,58(H-9) 0,94;[1,91(H-9);
1,75(H-2)]
26 CH, 17,71 0,815 1,58(H-9); 0,94(H-25)
27 CH; 2657 1,16s 1,16(H-
26):[2,01(H-
14);1,62(H-14)]
28 C 182,13 2,01(H-16)
29 CH; 33,69 0,925
30 CH;, 24,12 0,94s 0,92 (H-29) 3,84(H-3); 4,0 (H-2"); 4,07(H-
4)
I’ CH 10580 444(dJ=7, 3,18 (H-3);4,0 (H-2"); 3,18(H-3); 4,0(H-2"); 3,56 (H5a'); 3,9(H5b) 3,84(H-3); 4,0 (H-2");.4,07(H-
27) 3,56 (HSa'); 4)
3,9 (HSb")
2 CH 7686 4 4,72 (H-17) 4,44(H-1); 3,84(H-3) 4,44(H-1);
3 CH 69,18 3,84 - 4,07 (H-4); 4 (H-2") 4,44(H-1);
£ CH 8.9 4,07 4,59 (H-1""") 3,56 (HSa'); 3,84 (H-3); 3,90(H5b") 3,90(H-1);,44(H-1);3,84(H-
3%); 3,56(H5a');
5 CH, 6613  356:390 - 3,56-4,07;3,90; 3,90-4,07; 3,56 3,56(H5a');-4,07(H-4");
3,9(H5b")-4,07(H-4");
1” CH 1043 472 3,50 (H-2"") 3,50 (H-2"") 3,48(H-4""); 3,80(H-6b"")
J=7,27)
2> CH 732 3,5 3,83(H-37); 3,48(H-4")  4,72(H-1)
3 CH 70,16 3,83 BAS(H-4) e
4 CH 7678 348 3,8(H-6b"") 3,8(H-6b"") 3,8(H-6b");  3,66(H-62");
4,72(H-17);
5 CH 749 I —
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6

1”9

277
32
4
52
6’

CH,
CH

CH
CH
CH
CH
CH,

69,60
104,80

74,97
71,77
70,87
77,64
62,20

3,8; 3,66

4,59(d,
J=7,55)
3,33

3,38
3,36

3,31
3,83;3,73

4,07 (H-4’)

3,38(H-3""")
3,33(H-2"")
3,38(H-3""")
3,36(H-4"")

3,8-3,48(H-4"");3,66(H-6a""); 3,66-3,8(H-6b"");
3,33(H-2""")

4,59 (H-1"")
3,73 (H-62°>); 3,83(H-6b"");
3,83-3,73(H-6a""); 3,73-3,83(H-6b""");

3,8-4,72  (H-17);3,663,66(H-
6a’"); 3,66-3,8,; 3,48
3,38(H-3"");  3,36(H-4"");
3,31(H-5")

3,36(H-4""); 3,83(H-6b""")
4,59 (H-1""); 3,83(H-6b""")
4,59(H-1""); 3,73(H-6a"")
3,83-3,31(H-5"");
3,383,38(H-3"");3,73-3,31(H-
5%
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Figura 49. Estrutura quimica do triterpeno DMCC3 do tipo oleano isolado de D. morototoni.
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Figura 50. Espectro na regido do infravermelho da mistura codificada como DMM 1
obtido através da técnica de ATR.
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Figura 51. Espectro de RMN 'H da DMM 1, Solvente CDCI3.
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Figura 52. Espectro de RMN 'H da DMM1 com expansio, Solvente CDCI3.
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Figura 53. Espectro de RMN °C da DMM1, Solvente CDCI3.
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Figura 54. Espectro de RMN °C da DMM1 com expansio, Solvente CDCI3.
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Tabela 6. Resultados experimentais de RMN (*C: 100 MHz, 'H: 400 MHz, CDCl;) da substancia
DMM1la e DMM1b comparados com a literatura (BORGES, 2006).

Experimental CDCl3 Literatura CDCl;

C DMM1a DMM1b B-Sitosterol Estigmasterol

&C Ah &C &H &C &C
1 37,45 37,45 37,2 37,2
2 31,82 31,82 31,6 31,6
3 72 3,53m 72 3,53 m 71,8 71,8
4 42,47 42,47 42,3 42,3
5 140,93 140,93 140,7 140,7
6 121,92 5,35dJ=5,32 121,92 5,35dJ=5,32 121,7 121,7
7 31,82 31,82 31,9 31,9
8 31,82 31,82 31,9 31,9
9 50,32 50,32 50,1 50,1
10 36,70 36,70 36,6 36,6
11 21,27 21,27 21,1 21,1
12 39,96 39,96 39,9 39,7
13 42,41 42,41 42,3 42,2
14 56,96 56,96 56,6 56,6
15 24,57 24,57 24,3 24,4
16 28,46 28,46 28,8 28,9
17 56,24 56,24 56,0 55,9
18 12,06 0,68 s 12,06 0,68 s 11,9 12,0
19 19,24 0,81s 19,24 0,81s 19,4 19,4
20 36,35 36,35 36,1 30,5
21 18,98 18,98 18,8 21,2
22 32,09 138,53 5,15(dd J=8,3 e 33,9 138,3

15,5 Hz)
23 29,33 129,46 501ddJ=84¢e 26,6 129,2
15,6 Hz)

24 46,01 51,44 45,5 51,2
25 29,33 32,09 29,1 31,9
26 19,61 0,82d 21,17 0,83 d 19,9 21,1
27 19,18 0,80 sl 19,18 0,81 sl 19,0 19,0
28 23,25 25,62 23,0 25,4

29 12,19 0,849 sl 12,19 0,849 sl 12,0 12,3
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Figura 55. Estruturas da mistura da substancia DMM!1 isoladas do caule de D.
morototoni.
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Figura 56. Espectro na regido do infravermelho da substancia DMM?2 obtido através
da técnica de ATR.
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Figura 58. Espectro de RMN 'H da DMM2 com expansio, Solvente CDCI3/MeOD
1:1.
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Figura 59. Espectro de RMN °C da DMM2, Solvente CDCI3/MeOD 1:1.
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Figura 60. Espectro de RMN °C da DMM2 com expansio, Solvente CDCI3/MeOD
1:1.
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Figura 61. Espectro de DEPT 135 da DMM2, Solvente CDC13/MeOD 1:1.
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Figura 62. Espectro de °C ¢ DEPT 135 da DMM2, Solvente CDCI13/MeOD
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Figura 63. Espectro de HSQC da DMM?2, Solvente CDCI13/MeOD 1:1.
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Figura 64. Espectro de HMBC da DMM2, Solvente CDC13/MeOD 1:1.
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Tabela 7. Dados de RMN 'H, "*C, DEPT135°, HSQC, HMBC, COSY da substancia
DMM2. Valores de Deslocamento Quimico em ppm, Solvente CDC13/MeOD 1:1.
c” H' HMBC COSY
Car 8C &H' SH' 8Ha 3Hb
bon P
0
1 CH, 39, 1,031 0,93 (H-25) 1,03 (H- 1,03 (H-1);[3,19(H-
37 .61 1) [ 3)];1,61 (H-1) [
1,61 (H- 1,57(H-2) ;3,19(H-
D] 3
2 CH, 27, 1,57 1,57(H-  1,57(H-2) [;3,19(H-
38 2) 3); 1,61 (H-1)]
3 CH 79, 3,19d 0,98(H-23); 0,78(H- 3,19(H- 3,19 (H-3);[1,03 (H-
30 d 24) 3) 1);1,61 (H-1);
1,57(H-2);0.93(H-23)
4 C 39, 0,98(H-23); 0,78(H-
43 24)
5 CH 56, 0,73d 0,98(H-23); 0,78(H- 0,73 (H- 1,35 (H-6); 1,59(H-
9 24);0,93 (H-25) 5) 6)]
6 CH, 19, 1,35 1,35 (H- 1,35 (H-6) [0,73 (H-
08 1,59 6);[; 5)];1,69 (H-6) [0,73
1,59(H- (H-5)];
6)]
7 CH, 33, 1,33; 1,59 (H-6); 0,80 (H-
54 1,49 26)
8 C 40, 0,80 (H-26);1,15(H-
05 27); 1,55(H-9)
9 CH 48, 1,55 526(H-12);0,93 (H- 1,55(H- 1,88(H-11);
49 25); 0,80 (H-26); 9)
10 C 37, 1,61 (H-1); 0,73 (H-
73 5); 0,93 (H-25)
11 CH, 24, 1,88 1,88(H- 1,55(H-9);
11 11)
12 CH 12 526t 1,88(H-11); 5,26t 1,55(H-9);1,88(H-
3,1 (H-12) 11); 2,85(H-
4 18);1,69(H-19)
13 C 14 1,88(H-11); 20,85(H-
4,6 18); 1,15(H-27)
6
14 C 42, 1,55(H-9); 5,26(H-
45 12); 0,80 (H-
26);1,15(H-27)
15 CH, 23, 1,61;
69 1,62
16 CH, 28, 1,07; 1,15(H-19) 1,07(H-  1,07(H-16);[ 1,75(H-
40 1,75 16);[ 16)];1,75(H-
1,75(H- 16)[;1,07(H-16);
16)];
17 C 47, 1,07(H-16; )
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19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

CH

CH,

CH,

CH,

CH3
CH3
CH3
CH;

CH3

CH3

CH;

16
42,
14

46,
75

31,
28
34,
44
33,
34

28,
50
16,
09
15,
73
17,
40
26,
32
18
1,5

33,
43
23,
87

2,85

1,15;
1,69

1,19;
1,22
1,59;1
77
0,98s
0,78s
0,93s
0,80s

1,17s

0,91s

0,94s

2,85(H-  1,55(H-9); 5,26(H-
18)  12);1,69(H-19);1,88

(H-11)
0,94 (H-29); 2,85(H- 1,15(H- 1,15( H-19);[ 2,85(H-
18) 19);[ 18)];1,69( H-19)[
1,69( H- 2,85(H-18)];
19)]
0,91 (H-28):1,69(H-
19)
1,77(H-22); 0,94 (H-
29);
1,59;(H-  1,59;(H-22);[1,77 (H-
22):[1,7  22)]; 1,77:(H-22);[
7 (H- 1,59 (H-22)]
22)]
0,78(H-24) 0,98(H- 0,78(H-24)
23)
0,98(H-23); 0,78(H- 0,98(H-23)
24)

1,61 (H-1); 0,73(H-5)

1,55 (H-9)

1,77(H-22);

0,94 (H-30)

0,91 (H-28);1,69(H-
19)
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Figura 66. Estrutura da substancia DMM?2 isolada do caule de D. morototoni.
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Figura 67. Espectro na regido do infravermelho da substancia DMM3 obtido através
da técnica de ATR.
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Figura 69. Espectro de RMN 'H da DMM3 com expansdo, Solvente CDCI3/MeOD
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Figura 70. Espectro de RMN °C da DMM3, Solvente CDCI3/MeOD 1:1.
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Figura 72. Espectro de DEPT 135 da DMM3, Solvente CDCI13/MeOD 1:1.
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Figura 73. Espectro de HSQC da DMM3, Solvente CDCI3/MeOD 1:1.
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Figura 74. Espectro de HMBC da DMM3, Solvente CDCI13/MeOD 1:1.
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Tabela 8. Dados de RMN 'H, '*C, DEPT135°, HSQC, HMBC, COSY e NOESY da substancia DMM3. Valores de Deslocamento Quimico em

ppm, Solvente CDCI3/MeOD 1:1.

Hl
Carbono 3¢ SH'
CH, 38,43 0,68m; 1,34m
CH, 26,34 1,25m; 1,32m
CH 78,32 2,86dd(J=5,37¢
10,80Hz)
C 38,30
CH 55,03 0,41d
CH» 17.99  1,05m: 1.20m
CH, 32,75 1,03m;1,18m
C 39.16
CH 4729 1.20m
C 36.58
CH» 27.68  0.77m:1,54m
CH 12523 491t(J=34Hz)
C 137.92
C 41,74
CH, 2292 1,58m:1,65m
CH, 2387  132m:1,69m
C 47,43
CH 52,60 1,87d
CH 38,67 0,69
CH 38,80 1,04
CH, 30,33 1,03m; 1,18m
CH» 3653 1,03m:132m
CH, 27.55 0,655
CH; 15,15 0,45s
CH; 14,91 0,62s
CH; 16,45 0,53s
CH; 23,06 0,78s

HMBC

H!
0,62 (H-25)

0,65(H-23); 0,45(H-24)

1,20 (H-9);0,65 (H-23); 0,45 (H-24)
0,65 (H-23); 0,45 (H-24)
0,41(H-5)
0,53(H-26)

1,20 (H-9);0,78 (H-27);0,53 (H-26)
4,91 (H-12); 0,62 (H-25);0,53 (H-26)
0,41 (H-5); 1,20 (H-9);0,62 (H-25)
0,78 (H-27)

1,20 (H-9);1,87 (H-18); 0,77(H-11);

1,58(H-15);1,87 (H-18); 0,78 (H-27);

1,20 (H-9); 4,91 (H-12);1,87 (H-18);
0,53 (H-26); 0,78(H-27)

1,87 (H-18)

1,87 (H-18)
4,91 (H-12);0,55(H-29)

1,87 (H-18); 0,55 (H-29)
0,55 (H-29)
0,64 (H-30)

0,64 (H-30)
0,45(H-24)
2,86(H-3); 0,65(H-23);
0,41(H-5);1,20 (H-9)
1,20 (H-9):0,62 (H-25)

AHa
0,68(H-1) ;[1,34 (H-
1

1,32(H-2) ;[1,25(H-2)]

2,86(H-3)

0,41(H-5)
1,05(H-6);[1,20(H-6)]

0,77(H-11); [1,54(H-
11)]
4.91(H-12)

1,58(H-15);1,65(H-
15);

1,32(H-16); 1,69(H-
16);

1,87 (H-18)

1,04 (H-20)
1,03(H-21);1,18(H-
21);

0,65(H-23)
0,45(H-24)

0,53(H-26)

COSsYy

AHb
1,34 (H-1);2,86(H-3)

1,32(H-2) ;2,86(H-3) [1,25(H-
2);2,86(H-3)]
2,86(H-3);1,34 (H-1);1,32(H-
2);1,25(H-2);

1,05(H-6);
1,05(H-6);0,41d (H-5);

0,77(H-11);1,54(H-11) [1,54(H-
11);0,77(H-11);]
1,58(H-15);1,65(H-15); 1,87 (H-18)

1,58(H-15); 4,91(H-12); 1,32(H-
16);0,78 (H-27);[1,65(H-15);1,32(H-
16);0,78 (H-27)]
1,32(H-16);1,65(H-15);1,58(H-
15);1,69(H-16);1,87 (H-18) [1,69(H-
16);1,32(H-16);0,78 (H-27)]

4,91 (H-12);1,32(H-16);1,04 (H-20);
1,32(H-22);1,03(H-21); 0,55 (H-29)
1,87 (H-18);0,55 (H-29)
1,03(H-21);1,87 (H-18);
0,45(H-24)
0,65(H-23)

1,04 (H-20)

S6Ha

2,86(H-3)

0,41(H-5)
1,20 (H-6)
1,03(H-7)

4,91(H-12)

1,32(H-
16);1,69(H-16);

1,87 (H-18)

1,18(H-21)

0,65(H-23)

NOESY

SHb

1,25(H-2);0,65(H-23);0,45(H-24)

1,20 (H-6)
0,41(H-5);0,65 (H-23);0,78 (H-27)
0,78 (H-27);0,62(H-25);0,53(H-26)

1,87 (H-18);1,54(H-11);0,53(H-30)

1,32(H-16);1,69(H-16),1,03(H-
22);0,78 (H-270; [1,69(H-
16);1,32(H-16);1,03(H-22);0,78 (H-
27)

0,55 (H-29);0,64 (H-30)

1,03(H-21);0,64(H-30)

0,45(H-24)
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Figura 76. Estrutura da substancia DMM3 isolada do caule de D. morototoni.
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RESUMO

Muitas sdo as substancias do metabolismo vegetal que t€ém despertado grande interesse
académico, principalmente as chamadas plantas medicinais que sdo fontes de inspiragdo para
trabalhos com substancias bioativas. No presente estudo, foram avaliadas as atividades
Larvicida, Moluscicida, Leishmanicida e Tripanocida de extratos, fracdes e substancias
isoladas de Didymopanax morototoni (Araliaceae). O extrato etandlico da folha mostrou-se
ativo com CLsg 55,02 pg. mL™" frente as larvas do quarto instar de Aedes aegypti. O extrato
bruto etanolico da raiz apresentou maior atividade moluscicida com CLsj 5,33 pg. mL". Os
compostos isolados da fracdo cloroférmica da casca do caule o acido 3-O-B-D- xilopiranosil
(1-3) B- glicopiranosil-oleano-12-en-28- oico e acido 3-O-B-D- glicopiranosil (1—52) B -
arabinopiranosil (4— 1)B-glicopiranosil- oleano-12-en-28-oico, apresentaram excelente
atividade moluscicida com CLso 1,01 ¢ 0,90 pg. mL™, respectivamente. A fragio hexanica do
extrato etanolico da casca do caule apresentou atividade tripanocida.

Palavra - chave: Didymopanax morototoni, Biomphalaria glabrata, triterpenos,
tripanossoma cruzi, Schistosoma mansoni, Leishmania amazonensis.

ABSTRACT

There are many of plant substances that have attracted much academic interest, especially the
so-called medicinal plants that are sources of inspiration for working with bioactive
substances. In the present study, we assessed the larvicidal activity, molluscicides,
leishmanicidal and trypanocidal extracts, fractions and substances isolated from Didymopanax
morototoni (Araliaceae). The ethanol extract of the leaf was active with LCsy 55.02 pg. mL-1
against fourth instar larvae of Aedes aegypti. The crude ethanol extract of the root showed
higher molluscicidal activity with LCsy 5.33 pg. mL-1. The compounds isolated from the
chloroform fraction of the stem bark acid 3-O-B-D-xilopiranosil (1 — 3) p-glucopyranosyl-
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olean-12-en-28-oic and acid and 3-O-f-D-glucopyranosyl (1 — 2) B - arabinopiranosil (1 —
4)-B-glucopyranosyl olean-12-en-28-oic acid, showed excellent activity molluscicide with
LC50 1.01 mg and 0.90. mL-1, respectively. The hexane fraction of the ethanolic extract of
stem bark showed trypanocidal activity.

INTRODUCAO

Didymopanax morototoni (Araliaceae), ¢ popularmente conhecida como “morototd”,
“caixeta”, “sambaqui”, entre outros (OHASHI; LEAO, 2005). Apresenta ampla distribuicio
geografica desde a América Central até regides subtropicais, e em outros paises América do
Sul (SALOMAO; SILVA, 2006). No territorio brasileiro ocorre com freqiiéncia na regido de
Mata Atlantica e em formacdo florestais inseridas no dominio do Cerrado ¢ na Floresta
Amazoénica (FIASCHI; PIRANI, 2008). Morototé ¢ extremamente elegante podendo ser
amplamente empregada na carpintaria, marcenaria, caixotaria (CORREA, 1978), paisagismo
(LORENZI, 1992), reflorestamento (MAZZEI et al., 1998), construcgao civil (CARVALHO,
2003) e na fabricagdo de celulose (OHASHI; LEAO, 2005). Os extratos brutos de D.
morototoni demonstraram atividade anti-helmintica e larvicida (OMENA et al., 2007),
moluscicida (MELENDEZ; CAPRILES, 2002).

As doengas tropicais consideradas ‘“negligenciadas” constituem um conjunto de
enfermidades prevalentes nos paises em desenvolvimento, que afetam indistintamente toda a
populacdo, mas que tem tido maior impacto em grupos populacionais em situagdo de
vulnerabilidade social representando um sério obstaculo ao desenvolvimento socioecondmico
¢ a melhoria da qualidade de vida (OMS, 2005).

O uso de derivados de plantas para controle ou erradicacdo dessas doencas, aliado a
imediata disponibilidade de plantas nas areas afetadas sdo de grande valor, ja que a maior
parte da populacdo que vive nessas areas encontra nos produtos naturais, especialmente nas

plantas, a tnica fonte de recursos terapéuticos disponiveis (LUNA et al., 2005).
MATERIAIS E METODOS
Material botanico

A planta utilizada neste estudo foi coletada no més de junho de 2007 no municipio de

Pilar no Estado de Alagoas. A confirma¢do da identificagdo botanica foi realizada pelo Prof.
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José Elias de Paula, e a exsicata se encontra depositada sob o N° JEP3634UB no Herbario do
Departamento de Botanica do Campus da Universidade de Brasilia — UnB.
Métodos gerais

As colunas cromatograficas classicas foram realizadas utilizando-se como fase
estacionaria gel de silica 60 (70-230 e 230-400 Mesh) da Merck (Alemanha). Nas analises
comparativas através de cromatografia em camada delgada (CCD), foram utilizadas placas
cromatograficas de gel de silica G60 PF,s4 da Merck. Os espectros na regido do infravermelho
foram obtidos em espectrometro da marca Varian 660-IR/FT-IR, através da técnica de ATR.
Os espectros de RMN 'H ¢ RMN "C, uni e bidimensionais, foram registrados em

espectrometro Bruker 400 MHz.

Extracio e isolamento dos constituintes quimicos

As partes das plantas (casca do caule, madeira, raiz, casca da raiz e folhas) coletadas,
foram submetidas a secagem na temperatura ambiente (26 + 1 °C) e triturados em maquina
forrageira. A extracdo foi efetuada por percolagdo com etanol 90%, por trés vezes e o etanol
foi removido em aparelho rotatorio a 50 °C sob a pressdo reduzida de 30 mmHg. Os extratos
brutos,fracdes e substincias foram submetidos a bioensaios para avaliar suas atividades

moluscicida, larvicida, tripanocida e leishmanicida.

ENSAIOS BIOLOGICOS

Os testes larvicida e moluscicida foram realizados no Instituto de Quimica e
Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas — UFAL, e os testes leismanicida e
tripanossomicida foram realizados no Laboratéorio de Engenharia Tecidual e
Imunofarmacologia no Centro de Pesquisa Gongalo Muniz da Funda¢do Oswaldo Cruz

(FIOCRUZ)-Salvador-BA pelo grupo da professora da Dra. Milena Botelho Pereira Soares.

Avaliacao da atividade Larvicida

Larvas de mosquitos Aedes aegypti, obtidas a partir de ovos cedidos pelo Centro de
Pesquisa Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ/PE), foram criadas e mantidas no laboratério de
Entomologia do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas.

Os ovos desta populagdo de A. aegypti foram lavados por submersdo em agua

desclorada a uma temperatura de 26 + 1 °C e larvas no quarto estagio foram coletadas 72
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horas apo6s a lavagem. Cada bioensaio foi conduzido em triplicata, com larvas precoces no 4°
instar coletadas do mesmo local de reproducao, utilizando métodos padrao (WHO, 2005).
Foram preparadas solugdes com dagua desclorada a 1 % de DMSO dos extratos
etandlicos da madeira caule, cascas do caule, casca da raiz, raiz e folhas de D. morototoni na
concentragio inicial de 500 pg. mL™. Cada parcela experimental constou de 25 larvas, que
foram postas em contato com 20 mL de solucao teste. A contagem das larvas foi realizada a
24 h e 48 h do inicio do experimento. Paralelamente, foram realizados testes de controle com
solucdo aquosa de DMSO a 1 % e com o larvicida sintético, Temephos® [(O,0’-(tiodi-4,1-
fenileno)bis(O,0O-dimetilfosforotiolato)] a 3 pg/mL. A andlise foi realizada utilizando o
probit com um intervalo de confianga de 95% (IC 95%) para calcular as concentragdes letais

(CL1p, CLso e CLoo) (MCLAUGHLIN et al., 1991).

Avaliacao da atividade Leishmanicida

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR88/BA-125 Leila
strain) foram cultivadas em meio liver infusion tryptose (LIT) suplementado com soro bovino
fetal (FBS) 10%, urina humana estéril 5% e gentamicina a uma concentracdo final de 50
pg.mL™'a 26 °C e pH 7,2. Os parasitas foram incubados na presenga dos extratos ou fragdes
vegetais na concentragio de (100, 33, 11, 3 e 1 pg.mL™) em placas de 96 pogos. Foram
plaqueados 5 x 10° células/pogo em volume final de 200 pL, sendo avaliada em triplicata.
Ap6s 24, 72 e 120 h uma contagem direta dos parasitas viaveis foi realizada em uma camara
de Neubauer, utilizando um microscépio de contraste de fase. Apds esse periodo, adicionou-
se o MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-difeniltetrazélio] € incubou-se novamente a
26 °C durante 2 horas, ap0s as quais foi feita a leitura das absorbancias em espectrofotometro
( Spectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) no comprimento de onda 570
nm. A viabilidade dos parasitos foi avaliada com base no metabolismo do MTT, sendo a
mesma proporcional ao valor de absorbancia obtido. Os percentuais de atividade anti-
L.amazonensis foram definidos comparando-se os valores das absorbancias dos pocos
incubados com as drogas e os valores do controle ndo tratado. Como referéncia foi utilizado

Anfotericina B.

Avaliacio da atividade moluscicida
Os testes de atividade moluscicida foram realizados com os caramujos da espécie

Biomphalaria glabrata Say na fase adulta, criados em laboratério e descendentes de
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exemplares, ndo infectados por trematoédeos, originarios da regido de Barreiro de Cima, zona
periférica de Belo Horizonte, Minas Gerais. Essa populagdo caracteriza-se por possuir 5 % de
exemplares albinos (SANTOS, 2005). Os caramujos foram mantidos em aquarios sob
circulagio continua de 4gua desclorada e a uma temperatura de 28 °C. A metodologia
utilizada esta de acordo com a descrita na literatura (SANTOS E SANT’ANA, 1999). Foram
testados os extratos etanolicos da casca do caule, madeira do caule, casca da raiz, raiz e
folhas. O ensaio bioldgico para avaliacdo da atividade moluscicida consistiram na imersao do
caramujo em solu¢des aquosas a 0,1 % de dimetilsulfoxido (DMSO) dos extratos etanoélico,
fragdes e subfragdes sob investigagdo nas concentragdes apropriadas (SANTOS E
SANT’ANA, 1999). O ensaio consistiu na imersdo do caramujo em uma solugdo aquosa a 0,1
% de DMSO dos extratos, fragdes e isolados sob investigacdo, por 24 horas, nas
concentragdes apropriadas. Decorrido esse periodo, os moluscos foram lavados, introduzidos
em agua desclorada e alimentados, permanecendo sob observacdo por mais 24 horas, com
registro e retirada dos caramujos mortos. Nos bioensaios foram utilizados cinco caramujos
em 125 mL de solugdo, em concentragdes que variaram de 100 pg. mL™ a 5 pg. mL™, sendo
cada concentracdo testada em triplicata. Os extratos que apresentaram atividade moluscicida
em concentragdes abaixo de 100 pg. mL™’, nos bioensaios, foram considerados ativos e
submetidos a testes posteriores onde foram utilizados 5 caramujos, mantendo sempre a
relagdo de 25 mL de solugdo por caramujo, sendo cada concentracdo testada em triplicata.
Paralelamente, foram realizados testes de controle com solucao aquosa de dimetilsulfoxido a
0,1 % e com o moluscicida Niclosamida® a 3 pg. mL™. Para a determinagdo dos valores de

CLg, CLsp e CL) através analise de regressao linear, utilizando o programa Probit.

Avaliacio da atividade Tripanossomicida

Os epimastigotas de Trypanossoma cruzi (linhagem Y) foram cultivados em meio
liver infusion tryptose (LIT) suplementado com FBS 10%, urina humana estéril 5% e
gentamicina 50 pg. mL™ a 26 °C e pH 7,2. Os parasitas foram cultivados em placas de 96
pogos com 10’ células/pogo, em volume final de 200 pL. Foram realizados controles sem
tratamento, consistindo de cultura dos parasitas em meio LIT, e com tratamento com uma
droga com atividade anti-7. cruzi conhecida, a anfotericina B a 25 pg. mL™. Os parasitos
foram incubados durante 24 horas a 26 °C em presenca dos extratos ou fragdes testados (100,
10 ou 1 pg. mL™). Apos 24 h as placas foram pulsadas com MTT (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO). As placas foram incubadas a 37 °C durante 3 h uma vez que o metabolismo

desse sal pelos parasitos demonstrou-se mais intensas nesta temperatura e lidas em
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espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular devices, Sunnyvale, CA) em 570 nm. Os
percentuais de atividade anti-7. cruzi foram determinados comparando-se os valores das

absorbancias dos pogos incubados com as drogas e os valores do controle nao tratado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade contra larvas do quarto instar de Aedes aegypti pelos extratos e fracées de D.
morototoni

Dos extratos etandlicos analisados na concentragdo de 500 pg. mL™ os extratos da
folha, casca do caule e raiz de D. morototoni apresentaram resultados satisfatorio com taxa de
mortalidade de 90, 75 e 70% respectivamente. O percentual de larvas mortas em diferentes
concentragdes permitiu determinar os valores de CLs, (Tabela 9).

Dentre as amostras analisadas foi possivel constatar que o extrato etanolico da folha,
de D. morototoni, apresentou a melhor atividade frente as larvas de 4. aegypti com CLsg 55,
02 pg. mL™. De acordo com a literatura (CHENG et al., 2003), substincias com valores de
CLso menores que 100 pg. mL™" sdo considerados bons agentes larvicidas.

Do fracionamento, guiado por bioensaio do extrato etanodlico da folha e casca do caule
utilizando partigdo liquido/liquido nenhuma fragio demonstrou atividade a 100 pg. mL™ para
as larvas do quarto instar de Aedes aegypti. Esse resultado pode estd de acordo com a
observagdo feitas por Kao et al., (2001) que fracdes vegetais devem ser analisadas também
em conjunto, vistos que existe a possibilidade de uma agdo sinérgica ou aditiva entre eles.
Nenhum composto isolado foi ativo frente as larvado quarto estagio de 4. aegyipi.

(Tabela 9. Atividade larvicida das fragdes da folha e casca do caule de D. morototoni sobre
larvas do quarto estadio 4. aegytpi.)

Atividade do extrato e fracdes da casca do caule de D. morototoni contra formas
promastigotas de Leshmania amazonensis

Nenhuma fra¢do ou extrato mostrou efeito significativo sobre as formas promastigotas
do parasito, uma vez que os percentuais foram menores que 60%, o que é preconizado pela
Fundagdo Oswaldo Cruz (Bahia) como percentual ideal minimo de atividade para que um

extrato ou substancia seja considerado um bom candidato a estudo.
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Atividade dos extratos, fracdes e substancias isoladas de D. morototoni contra caramujos
da espécie Biomphalaria glabrata
Extratos:

Os extratos brutos etanolico da folha e casca da raiz de D. morototoni demonstraram
uma fraca atividade causando 30% de mortalidade frente ao caramujo Biomphalaria glabrata
na concentragio de 100 pg. mL™ nesta concentragio sio considerados inativo. Os extratos
etanolicos da madeira, casca do caule e raiz causaram a morte total dos caramujos na
concentragio de 100 pg. mL”, demonstrando uma forte atividade moluscicida, e os estudos
prosseguiram com estes extratos. Os valores de CL;y, CLsy, CLg9 encontram-se na Tabela 10.
Dos extratos brutos etanolico da casca do caule, madeira do caule e raiz o que apresentou a
melhor atividade moluscicida foi o extrato da raiz com CLsy 5, 336 pg. mL". Os extratos de
Phytolacca dodecandra CLs 3,0 pg. mL™ (SOUZA et al., 1987) e do latex de Euphorbia milii
CLsy 0,12 pg. mL™! (OLIVEIRA-FILHO & PAUMGAETTEN, 2000) sao considerados os
mais ativos até agora descritos na literatura. O extrato de D. morototoni possui uma excelente
atividade, na mesma ordem de grandeza do extrato da Phytolacca dodecandra e cerca de uma
potencia menor do que o da Euphorbia milii.

No entanto segundo recomendacdes da WHO (1993) extratos vegetais com CLs
menor que 20 pg. mL" pode ser empregado diretamente no combate ao molusco e merecem

atencdo em termos de purificag@o e isolamentos dos compostos ativos.

Fracoes:

Fracoes do extrato bruto da madeira

As fragdes hexanica e acetato de etila oriunda da parti¢do liquido-liquido do extrato
bruto da madeira exibiram respectivamente atividade moluscicida com CLsgde 74, 55 ¢ 19, 57
ug. mL". No entanto os compostos isolados da fragdo hexanica da madeira, a mistura de
sitosterol e estigmasterol, acido oleandlico e acido ursolico ndo apresentaram atividade

moluscicida.

Fracoes da raiz
Das fragdes oriundas da parti¢ao liquido-liquido do extrato bruto da raiz as fracdes
cloroformica e acetato de etila exibiram atividade moluscicida com CLsy 15,18 e 12,96 pg.

mL™"' respectivamente.
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Fracoes e subfracoes da casca do caule:

Das fragdes oriundas da parti¢do liquido-liquido do extrato bruto da casca do caule
apenas as fracdes cloroformica e acetato de etila exibiram atividade moluscicida com CLs de
15,184 ¢ 0,014 pg. mL' respectivamente, havendo diferenga significativa entre a atividade
moluscicida das duas fragcdes quando testados em B. Glabrata. As subfracdes CHCl;/MeOH
20% e CHCIl3/MeOH 50% da fracao cloroférmica da casca do caule foram ativas frente aos

caramujos Biomphalaria glabrata com CLsg 8,045 ¢ 3,329 pg. mL™ respectivamente.

Atividade moluscicida das substancias isoladas da subfracoes CHCl;/MeOH 50%
cloroférmica da casca do caule

Das substancias isoladas de D. morototoni apenas as saponinas triterpénicas acido 3-
O-B-D- xilopiranosil (1—-3) B- glicopiranosil-oleano-12-en-28-oico (DMCC1) e o acido 3-O-
B-D- glicopiranosil (1—2) B - arabinopiranosil (4— 1) B -glicopiranosil- oleano-12-en-28 oico
(DMCC3) apresentaram excelente atividade moluscicida com CLs 1,012 ¢ 0,906 pg. mL™,
respectivamente (Tabela 10). Substancias puras com atividades moluscicida menores que 10

pg. mL™ possuem valor comercial (HOSTETTMANN et al., 1982).

(Tabelal0. Atividade moluscicida dos extratos, fragdes e isolados de D. morototoni
sobre caramujo adulto de B. glabrata)

Atividade do extrato e fracdes da casca do caule contra as formas epimastigotas do 7.
cruzi

Dentre o extrato etanolico da casca do caule e suas fragoes (hexanica, cloroférmica,
acetato de etila, butanolica e hidroalcodlica), apenas a fragdo hexanica foi ativa contra o

parasito.

CONCLUSAO

O extrato etanodlico da folha de D. morototoni exibiu atividade larvicida com CLs
55,02 pg. mL'. Dos extratos brutos etandlicos o da raiz apresentou maior atividade
moluscicida com CLs 5,33 pg.mL-1 e apenas as fragdes em cloroférmio e em acetato de etila
exibiram atividade moluscicida com CLsy 15,18 e 12,967ug. mL respectivamente. As
fragdes em cloroformio ¢ em acetato de etila do extrato etanolico do caule exibiram atividade
moluscicida com CLsyp de 15,18 e 0,014 pg /mL respectivamente. As subfracdes
CHCIl3/MeOH 20% e CHCI3/MeOH 50% da fracdo cloroférmica foram ativas frente aos

caramujos Biomphalaria glabrata com CLs 8,04 ¢ 3,32 ug .mL" .Os compostos isolados da



145

fracdo cloroformica da casca do caule acido 3-O-B-D- xilopiranosil (1—3) B- glicopiranosil-
oleano-12-en-28-oico (DMCC1) e 3-O-B-D- glicopiranosil (1—2) B - arabinopiranosil (4—
1)B-glicopiranosil- oleano-12-en-28-oico (DMCC3) apresentaram excelente atividade
moluscicida com CLsy 1,012 e 0,906 pg. mL”, respectivamente. A fragdo hexanica do extrato
etanolico da casca do caule apresentou atividade tripanocida.

Os resultados desse trabalho foram conclusivos para afirmar que D. morototoni possui

potencial para o controle de vetores da esquistossomose mansonica e da dengue.
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Tabela 9. Atividade larvicida do extrato etanolico da folha e casca do caule de D. morototoni
sobre larvas do quarto estadio A. aegytpi em pg.mL™".

Extrato CL10 CL50 CL90
etanolico
Folha 45,633(33,299-86,197) 55, 0264 454, 181(359, 125- 652,
231)
Cascado 63,794 (54,949 - 110,941 (100,403- 192,932(55,016 —292,841)

Caule 69,884 131,800)
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Tabela 10. Atividade moluscicida de extratos, fragoes e isolados de D. morototoni sobre caramujos
adultos de B. glabrata CL em pg. mL™.

Extrato e Fracoes da CLyo CLsg CLog
Casca do Caule
Extrato Bruto Etandlico 9,878 (8, 553-11, 184) 38,610 (35, 407-42, 328) 150, 906 (127, 892-183, 590)
Fracdo Cloroférmica 9,684 (9,092 -10, 214) 15, 184 (14, 665-15, 726) 23, 810 (22, 545-25, 400)
CHCIl3/MeOH 20% 0,812 (0, 367-1, 340) 8, 045 (6, 702-9, 375) 79, 687 (52, 986-151, 402)
CHCI1;-MEOH 1:1 0, 850 (0, 698-1, 008) 3,329 (2, 998-3,671) 13, 036(11, 617-14, 829)
DMCCI1 0,363 (0, 325-0, 400) 1,012 (0, 938-1, 097) 2,821 (2,483-3,273)
DMCC3 0, 287 (0, 253- 0, 906 (0, 837-0, 983 ) 2,855 (2,503-3, 325)
0, 321)
Fracdo Acetato de etila 0, 002 (000-0, 002) 0,014 (0, 001-0, 042) 0,953 (0, 667-1, 698)
Extrato e Fracées da CLyg CLsg CLyg
Madeira
Extrato Bruto Etandlico 12,860 (11, 411-14,273) 37, 424 (34, 930- 40, 139) 108, 905 (97, 274-124, 077)
Fracdo Hexanica 3,624 (1,974 -5, 378) 74.558 (55.199-116.087) 1533, 839 (669, 449-5776, 587)
Fracdo Acetato de Etila 7,638 (6,941-8,311) 19, 573 (18, 525-20, 691) 50, 161 (45, 906-55, 472)
Extrato Frac¢oes da Raiz CLyg CLsg CLyg
Extrato Bruto Etandlico 0, 042 (0, 008-0, 112) 5,336 (3, 865-7, 422) 670, 955 (247,1 -3371,8)
Fragdo Cloroférmica 9, 684 (9, 092-10, 214) 15, 184 (14, 665-15, 726) 23, 810 (22, 545-25, 400)
Fracdo Acetato de Etila 7,212 (6, 523-7, 814) 12,967 (12, 517-13, 39) 23,311 (21, 970-25, 085)

CL:concentragdo letal , IC 95%:intervalo de confianga a 95% de probabilidade.
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RESUMO

Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch., ¢ uma planta da familia
Araliaceae popularmente conhecida como caixeta, mandioqueira e louro-sambaqui. A casca
do caule ¢ usada no tratamento da picada de escorpido, ulceras e feridas, sua madeira ¢
empregada no tratamento de abscessos e suas folhas sdo utilizadas no tratamento da malaria.
O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial bioldgico in vitro das atividades
anticolinesterasica, antiviral, antitumoral ¢ imunomodulatoria dos extratos, fracdes e isolados
de D. morototoni. Os extratos etandlico da folha e casca da raiz a 50 pg. mL™" inibiram a
transcriptase reversa em 100 e 51% respectivamente. Substancias isoladas de D. morototoni
foram ativas a 10 pg. mL" com inibi¢do da transcriptase reversa variando de 42 a 59%. O
extrato da casca do caule exibiu atividade antitumoral com Clso 8 pg. mL™ contra as células
NCI-H292 ¢ 3,44 pg. mL™" contra as células K5632. O extrato ¢ as fragdes da casca do caule
inibiram a linfoproliferacdo variando de 64,08 a 99,25 %.

ABSTRACT

Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch., is a plant family Araliaceae popularly
known as caixeta, louro - sambaqui and mandioqueira. The stem bark is used to treat scorpion
bites, ulcers and wounds, its wood is used in the treatment of abscesses and their leaves are
used to treat malaria. The aim of this study was to evaluate the biological potential in vitro
anticholinesterase activity, antiviral, immunomodulatory and antitumor extracts, fractions and
isolated from D. morototoni. The ethanolic extracts of the leaf and root bark of 50 pg. mL-1
inhibited the reverse transcriptase in 100 and 51% respectively. Substances isolated from D.
morototoni were active at 10 pg. mL-1 reverse transcriptase with inhibition ranging from 42
to 59%. The extract of the stem bark exhibited antitumor activity with ICsg 8 png. mL-1 against
NCI-H292 cells and 3.44 pg. mL-1 against K5632 cells. The extract and fractions from the
stem bark inhibited lymphoproliferation ranging from 64.08 to 99.25%.
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INTRODUCAO

A espécie Didymopanax morototoni € pertencente a familia Araliaceae ¢ popularmente
conhecida como morototé. O uso de espécies do género Schefflera para o tratamento de
doencas reumaticas, artrite, fraturas, entorses, lombalgia é rotineiro na China e em certos
paises asiaticos (YANG et al., 1996).

O mal de Alzheimer ¢ uma doenca neurodegenerativa que destroi as células do
cérebro lenta e progressivamente; ¢ caracterizada por uma deterioragdo das faculdades
superiores, manifestando-se inicialmente por alteragcdes na memoria episodica. Estes déficits
amnésicos agravam-se com a progressdo da doenca, € sdo posteriormente acompanhados por
alteracdes visuoespaciais e de linguagem (RITCHOE; LOVESTONE, 2002). Uma
caracteristica marcante da doenca ¢ a perda progressiva de neuronios colinérgicos localizados
nos nucleos de Meinert (DAVIES; MALONEY, 1976; SCHLIEBS; ARENDT, 2006).

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ¢ uma doenga pandémica que tem
como agente etiologico o virus imunodeficiéncia humana (HIV), um retrovirus pertencente a
familia Retroviridae, cujo processo de replicagdo do material genético ¢ procedido por um
processo de transcricdo reversa, onde a partit do RNA ¢ produzida a molécula de DNA
(GALLO; MONTAGNEIR, 1988). Conhecido h4 pouco mais de 27 anos, o HIV ja causou
cerca de 25 milhdes de mortes no mundo (FERREIRA, ef al, 2010).

Atualmente, o cancer é considerado a segunda principal causa de morte humana no
mundo ocidental (COZZI, 2003; OTTO, 2002). A incidéncia média desta enfermidade ¢ de
aproximadamente 10 milhdes, com 5 milhdes de mortes que ocorrem por ano (OMS, 2005).

As células cancerosas possuem comportamento alterado devido a mutagdes sofridas
pelo seu DNA. Estas muta¢des permitem que a célula prolifere desreguladamente e lhe
confere capacidade de invadir outros tecidos do organismo. O céncer pode matar devido a
invasdo destrutiva de orgdos sadios por células cancerosas (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2000).

Apesar dos variados esfor¢os desprendidos na busca de terapias mais eficazes para o
tratamento do cancer, o sucesso nos tratamentos medicamentosos tem se mostrado discreto,
ndo somente pelo grau de agressividade da doenga ou pelos mecanismos de escape das células
neoplésicas, mas também pela toxicidade medular exercida pelos agentes antineoplasicos
classicos (RAFFERTY et al., 1996; NEWMANN, 2003).

Grande parte dos farmacos antitumorais atualmente utilizados em clinica sdo produtos

naturais derivados de plantas, microrganismos ou animais (BEIRA, 2000). Os produtos
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naturais tém sido uma importante fonte de componentes antineoplasicos. Existem, no minimo,
250.000 espécies de plantas no mundo, sendo que mais de 1000 plantas apresentam
propriedades antitumorais significantes (FERRAZ et al, 2005; MUKHERIJEE et al, 2001)..

A imunomodulacdo pode ser exercida mediante a potencializagdo ou através de
supressdo de elementos do sistema imunoldgico (KIRKLEY, 1999). A exacerbagdo das
reagoes imunes ¢ definida como imunoestimulacdo, enquanto que a imunossupressao implica
principalmente na diminui¢do da resisténcia a infeccdo (PATWARDHAN et al., 1990;
MAKARE et al., 2001). Neste sentido, varios estudos tém sido conduzidos na busca de
substancias capazes de auxiliar o sistema imune no combate a microrganismos patogénicos,
ou a doengas com outras etiologias, tais como cancer e doengas auto-imunes (LABRO, 2000).

Constituintes ativos das plantas medicinais sdo considerados recursos promissores em
esquemas terapéuticos (MAKARE et al., 2001) voltados para o tratamento de estados
imunossupressivos e imunodeficientes (MATHEW; KUTTAN, 1999). Uma substancia
imunomoduladora € importante para o tratamento de cancer e doengas infecciosas (HARADA
et al, 2002, HARADA et al., 2006). Segundo Spelman et al. (2006), o imunomoduladores
fitoterapicos podem ser definidos como produtos origindrios de plantas que alteram a
atividade do sistema imune por meios de regulacdo dindmica de moléculas informais, como
citocinas, hormonios, neurotransmissores € outros peptidios.

No que tange a investigacdo de novas substancias com finalidade medicinal de origem
vegetal os primeiros passos compreendem os testes in vitro, por se tratarem de sistema de alta
capacidade com custo relativamente baixo (LULLMANN et al, 2000; DOUBLE, 2002;
BRUNTON, 2006, VAN ROMPAY, 2010).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar as atividades anticolinesterasica,
antiretroviral, citotoxicas, inibi¢do de linfocitos e NO de extratos brutos, fracdes e compostos

isolados de D. morototoni.

MATERIAL E METODOS

Material botanico

A planta utilizada neste estudo foi coletada no més de junho de 2007 no municipio de
Pilar no Estado de Alagoas. A confirmacdo da identificagdo botanica foi realizada pelo Prof.
José Elias de Paula, e a exsicata se encontram depositada sob o N°JEP3634 (UB) no Herbario

do Departamento de Botanica do Campus da Universidade de Brasilia — UnB.
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Preparo dos extratos

As partes das plantas (folhas, madeira do caule, casca do caule, raiz e casca da raiz),
foram submetidas a secagem a temperatura ambiente (26 + 1 °C) e trituradas em maquina
forrageira (Nogueira S.A. Maquinas Agricolas, Itapira, S. P., Brasil). O material pulverizado
das folhas (500 g), madeira do caule (2000 g), casca do caule (2000 g), raiz (300 g) e casca da
raiz (100 g) foram submetidos separadamente a percolagdo com alcool etilico a 90%
previamente destilado, por quatro vezes e o alcool etilico foi removido em aparelho rotatorio a
50 °C e pressdo de 30 mmHg. Foram obtidos 60 g de extrato bruto etanolico da folha, 225 g
de extrato bruto etandlico da madeira do caule, 300 g de extrato bruto etandlico da casca do
caule, 42 g de extrato bruto etanolico da raiz e 18 g de extrato bruto etandlico da casca da raiz
os quais foram separadamente, solubilizados em MeOH:H,0 (3:1) e extraidas sucessivamente
com solventes em ordem crescente de polaridade n-C¢H 4, CHCl3 € AcOEt e BuOH.

A fracdo cloroférmica da casca do caule forneceu os compostos DMCC1, DMCC2 e

DMCC3. A fragdo hexanica da madeira forneceu os compostos DMM1, DMM2 e DMM3.

Local de realizaciao dos ensaios bioldgicos

Os experimentos da avaliacdo da atividade anticolinesterdsica e retroviral foram
realizado no Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais (LPqRN) do Instituto de Quimica
e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). O teste da atividade
imunomodulatoria foi realizado pelo grupo da professora Dra. Milena Botelho Pereira Soares
do Laboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia do Centro de Pesquisa Gongalo
Muniz da Fundag¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)-Salvador-BA ¢ os testes da avaliagdo da
atividade citotoxica foram realizados pelo grupo da professora Prof'. Dra. Teresinha
Gongalves da Silva do Laboratorio de Bioensaios para Pesquisa de FArmacos e Laboratorio de

Cultura de Células do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco.
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Medida da atividade de acetilcolinesterase em cromatografia em camada delgada fina

Para avaliacdo do potencial inibitério da acetilcolinesterase foram utilizados ensaio
qualitativo (CCD) e quantitativo (Microplaca) utilizando o método de Ellman com

modificagdes (TREVISAN et al., 2003; RHEE et al., 2003; NINO e al., 2006).

Ensaio da atividade anticolinesterasica em cromatografia em camada delgada fina

Prepararam-se as seguintes solugdes: (1) 50 mM Tris/HCI pH §; (2) 0.1 mM de iodeto
de acetilcolina (ACTI - Sigma); (3) 1 mM de acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzodico] (DTNB ou
reagente de Ellman - Sigma), (4) (enzima acetilcolinesterase (p6 liofilizado contendo 1,18
mg; 426 U/mg de solido - Sigma).

A enzima AChE liofilizada foi dissolvida na solu¢do tampao (1) para fazer uma
solugdo estoque 502, 68, deixando-se na solug@o por 20 min, depois sob agitacdo por mais um
periodo de 10-15 min,para obtengdo de uma solugdo homogénea. Para as diluicoes

posteriores, utilizou-se a solugdo tampao (1) para obter uma solucdo final a 3 U/mL.

Ensaio em cromatografia de camada delgada (CCD)

Os extratos e fracdes das folhas, madeira do caule e casca do caule, raiz e casca da raiz
de D. morototoni, foram solubilizados em metanol ou mistura de metanol : cloroféormio (1:1)
para uma concentracdo de 3 mg/mL. Utilizou-se como controle a cumarina na concentragao
de 2 mg/mL solubilizada em metanol. As amostras e o controle (2,5 pL) foram aplicados em
cromatoplacas DC-Alufolien, Silicagel 60 F254, 0,2 mm (Merck). Em seguida a placa foi
levada para capela de exaustdo para evaporacao por completo do solvente.
Borrifou-se a placa com uma solugdo de (2) + (3) (1:1), deixando 3 minutos. Apds secar,
borrifou-se borrifou-se a enzima 3U/m e em10 min, apareceu a coloracdo amarela, mas onde
houve inibicdo da enzima, observou-se um halo brancol8. Em 20 - 30 min a coloragdo

desapareceu.

Ensaio da atividade anticolinesterasica em microplaca

Para os ensaios da atividade anticolinesterasica em microplacas foram preparadas as
seguintes solugdes: Tampao A: 50 mM de Tris-HCI em pH 8,0; Tampao B: 50 mM de Tris-
HCI1 em pH 8,0 contendo 0,1 % de albumina bovina sérica (BSA); Substrato: 15 mM de

iodeto de acetiltiocolina (ATCI) (Sigma) solubilizado em agua desionizada; Reagente de
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Ellman: 3mM de acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzdico] (DTNB-Sigma) dissolvido no tampao
A; Enzima: Acetilcolinesterase (po liofilizado contendo 1,18 mg; 426 U/mg de sdlido -
Sigma). A enzima foi inicialmente dissolvida no tampao A para obtencdo de uma solugdo
estoque 502,68 U/mL. Em seguida esta solucao foi diluida no tampao B para a obtencao de
uma solugdo final a 0,2 U/mL, concentracdo necessaria para realizagdo do ensaio em
microplaca. Amostra: extratos e fragdes de D. morototoni, foram solubilizados em metanol
para produzir uma solugdo estoque de 3 mg. mL™. Em seguida essa solugdo foi diluida 10
vezes com o tampao A. Controle positivo: 2 mM de carbaril dissolvido em metanol. Branco:
metanol a 10 % com o tamp@o A.

Para a reagdo enzimatica no ensaio em microplaca utilizou-se espectrofotometro
Thermo Scientific - Multiskan Spectrum. Os ensaios foram realizados em quadruplicata. Em
cada poco da placa foi adicionado 125 pL. de DTNB; 50 pL de tampao B; 25 pL da amostra
ou branco ou controle positivo e 25 puL da enzima acetilcolinesterase 0,2 U. mL™". Em seguida
a velocidade da reagdo enzimatica foi medida 10 vezes a cada 13 segundos. Apds este periodo
adicionou-se 25 pL do substrato ATCI, e a absorvancia foi novamente medida por 10 vezes a
cada 13 segundos. Antes de cada leitura a placa foi levemente agitada por 10 segundos.

Apoés a leitura espectrofotométrica, a velocidade da reagdo antes de adicionar o
substrato foi subtraida da velocidade de reacdo depois da adi¢do do substrato. A porcentagem
de inibicdo das amostras foi calculada por comparacdo com a inibi¢do observada no branco
(10 % de metanol em tampao A).

Segundo, Trevisan (2003), os extratos sdo considerados candidatos a futuros

fracionamentos somente quando a inibigdo enzimatica for maior ou igual a 50 %.

Teste de inibicido da TR do HIV-1

Para o ensaio da inibi¢do da TR em microplaca foi utilizado: 1.TR recombinante do
HIV-1, diluida em tampao fosfato pH 7,4 contendo 0,25 de albumina sérica bovina (BSA); 2.
Tampdo de incubagdo (50 mM de tampao Tris 319 mM de cloreto de potéssio, 33 mM de
cloreto de magnésio, 11mM de DTT, pH 7,4); 3. Nucleotidios; 4. template/primer; 5.
Tampao de lise (50 mM de tampao Tris, 80 mM de cloreto de potassio, 2.5 mM DTT, 0.75
mM EDTA, 0,5% de triton X-1000, pH 7.8); 6. Placa tratada com estreptavidina ; 7. Solucao
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de anticorpos anti-digoxigenina conjugados a peroxidase (anti-DIG-POD); 8. ABTS (acido 2,
2-azino-bis(etilbenztiazolino-6-sulfonico).

Para avaliar o efeito inibitorio dos extratos, fragdes e substincias puras sobre a
transcriptase reversa (TR) do HIV foi utilizado um método colorimétrico quantitativo
imunoenzimatico (Reverse Transcriptase Assay, Roche®, Germany). O teste foi realizado de
acordo com o protocolo do fabricante. Utilizamos TR recombinante do HIV-1, diluida em
tampao de lise na concentracdo de 2ng/pogo e um tempo de incubagao de 2 horas.

Foram adicionados em uma placa de 96 pocos, 40 pL da solugdo com nucleotideos e o
template/primer, 40pL de tampao de lise com 4ng de TR recombinante do HIV-1 e 40uL de
tampao de lise com os extratos, fracdes e substancias a serem testados. Esta placa foi incubada
por 2h a 37°C, para que a TR, utilizando o template/primer, pudesse produzir DNA proviral,
incorporando nucleotideos marcados com digoxigenina e biotina.

Ap6s a incubagdo, foram transferidos 60 pL desta mistura para cada pogo de uma
placa tratada com estreptavidina, incubando-se por 1h a 37°C para que a biotina pudesse ligar
o DNA proviral sintetizado, a superficie da microplaca revestida com estreptavidina. A seguir,
cada pogo foi lavado cinco vezes com 250 puL. de tampao de lavagem e foram adicionados 200
uL/pogo, da solugdo de anticorpos anti-digoxigenina conjugados a peroxidase (anti-DIG-
POD) na concentragdo de 200 mU/mL. Incubou-se a placa por 1h a 37°C, a fim de que o anti-
DIG-POD se ligasse ao DNA marcado com digoxigenina.

Removeu-se entdo a soluciao dos pogos e estes foram lavados cinco vezes com 250 pL
de tampao de lavagem.

Na etapa final adicionou-se 200 pL/pogo do substrato para peroxidade ABTS. A
enzima peroxidase cataliza a clivagem do substrato, produzindo um produto de reacdo
colorimétrica. A intensidade da coloracdo das amostras foi determinada utilizando-se um
leitor de microplaca no comprimento de onda de 490nm. A intensidade da coloragdo, e
conseqlientemente a absorvancia, esta diretamente correlacionada ao nivel de atividade da TR

na amostra.

Avaliacio da atividade citotoxica frente as células cancerigenas

Os testes de citotoxicidade foram realizados frente a duas linhagens celulares: células
NCIH292 (Carcinoma de pulmdo humano) e células K-562 (Leucemia mieléide humana)

obtidas da secdo de culturas celulares do Instituto Adolfo Lutz (SP) e mantidas de acordo com
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o protocolo estabelecido pelo laboratério de cultura de células do Departamento de

Antibioticos da UFPE.

Ensaio de reducao do sal de tetrazélio MTT
Analise de citotoxicidade pelo método do MTT [sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-

difenil-2-H-brometo de tetrazolium] vem sendo utilizada no programa de screeming 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. Foi descrita
primeiramente por ter a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula.
E uma anélise colorimétrica baseada na conversio do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
2-H-brometo de tetrazolium [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazoliumbrometo] (MTT)
em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas (Figura 77).

Este teste realiza ensaios quantitativos para determinar a interrupg¢do de uma fungdo
bioquimica critica presente no ambiente biologico estudado (Mosman, 1983). Neste ensaio, 0
sal MTT soluvel e de cor amarela ¢ acumulado pelas células por endocitose e no interior da
mitocondria a enzima succinato desidrogenase reduz o anel tetrazolico deste sal formando o
produto insoluvel de cor azul, formazan (CHIBA et al, 1998, CRUZ et al., 2004).

As células foram mantidas em DMEM - Minimum Essencial Médium Eagle
modificado Dulbecco’s (Sigma), suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO), 1%
de solucdo de antibiodtico (penicilina 1000 UI/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de L-
glutamina 200 mM.

A viabilidade celular representa o percentual de células ndo coradas, a qual foi
determinada utilizando-se o corante vital Azul Tripan (Merck) 0,4% p/v, em tampdo fosfato
(PBS). A contagem das células foi realizada em microscopio invertido LETIZ, com a
utilizagdo de um hemocitométro, preenchido com uma aliquota da solugdo que ¢ formada por
0,35 mL de solug@o salina (NaCl 9%), 0,1 mL de suspensdo celular e uma gota de azul tripan
(0,05 mL), que cora as células mortas de azul.

Uma suspensio celular (10° células/mL) foi obtida através da tripsinizagdo de um
frasco de cultura celular. Essa suspensdo foi distribuida em uma placa de 96 cavidades (225
uL em cada pogo), as quais foram incubadas por 24h a 37°C em estufa (Sedas, Mildo- Italia),
com atmosfera umida enriquecida com 5% de CO,. Apds 24h foram adicionados os extratos e
fragdes e substancias puras (25 pL/pogo) e as placas foram reincubadas a 37 °C. Apds 72 h de

contato das células com o produto teste, foi adicionado em cada poco, 25 uL. de MTT a uma
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concentragdo de 5 mg/mL em PBS (p/v) e a placa foi deixada por duas horas em estufa 37 °C .
Ao final desse periodo, o meio de cultura, juntamente com o excesso de MTT, foi aspirado em
seguida, 100 pL. de DMSO foi adicionado a cada pogo para a dissolugdo de cristais Formazan
(ALLEY et al, 1998).

A leitura oOptica foi feita em leitor automatico e placas, do tipo BIO-RAD Modelo
3550 (595 nm), e a densidade optica (DO) média dos pogos, foi comparada com a DO média
dos pogos controles. As concentragdes testadas foram (50,00, 25,00, 12,50 ¢ 6,25 pg/mL), e
as concentragdes que mataram aproximadamente 50% das células (Clsp), foram retestadas em

quadruplicatas, para confirmacao dos resultados e calculo da Clso.

Analise Estatistica
Os experimentos foram feitos em quadruplicatas e analisados segundo a média +
desvio padrao da média (DPM) de trés experimentos independentes. A determinagdo da Cls
foi feita a partir de uma regressdo ndo linear, usando o programa GraphPad Prism,

relacionando-se o percentual de inibicdo em funcdo do logaritmo das concentragdes testada.

Succinato
desidrogenase

Substrato
reduzido

Substrato
oxidado

Figura 77. Reducdo do MTT (a) a formazana (b) por desidrogenases mitocondriais.
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Avaliacio da inibicido da proliferacao celular

Foram utilizados camundongos BALB/c, fémeas, com idade entre 2 e 3 meses (n =
1/ensaio), todos oriundos do biotério do Instituto Evandro Chagas, Belém, Para. Os animais
sofreram eutandsia em cadmara de CO e éter.

Para avaliar a atividade inibitéria da linfoproliferacdo dos extratos e fragdes de D.
morototoni foram utilizados células do bago de camundongos (4 x 10° células/pogo)
distribuidas em placa de 96 cavidades em meio DMEM completo na presenga ou ndo dos
extratos e fragdes (0,1 mg/mL) estimulada com mitégeno concanavalina A (1 pg/mL) Sigma,
Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e lectina de origem vegetal (Canavalia ensiformis) capaz
de provocar ativagdo policlonal dos linfocitos. Cada substancia foi testada em triplicata ¢
incubada (37° C/36 h, 5% CO,). Apo6s incubacdo foram adicionados 10 pL de H-timidina (1
uCi/pogo), sucedendo nova incubagdo sob as mesmas condigdes. As células foram entdo
coletadas em membranas de fibra de vidro e submetidas a leitura em um contador de radiacgao.
O percentual de inibicdo da linfoproliferacdo foi dado por um indice da inibicdo da
incorporagdo de H-timidina em culturas de células estimuladas com concavalina A na

presenga dos extratos, com as células cultivadas apenas em presenca dos extratos.

Avaliacio da inibicio da producio de 6xido nitrico

Com o objetivo de avaliar o efeito dos extratos e fracdes de vegetais quanto a inibigdo
da producdo de oxido nitrico, utilizaram-se macréfagos do exsudato peritoneal de
camundongos injetados, por via intraperitoneal, com tioglicolato a 3% em salina. A lavagem
peritoneal, com meio de cultura DMEM suplementado com 50 pg.mL-1 de gentamicina, foi
feita apos um periodo de 4-5 dias de inje¢do do tioglicolato. As células do exsudato foram
distribuidas em placa de cultura de 96 cavidades (2x10° células/pogo) para posterior
incubagdo em atmosfera umida (37° C/2 h, 5% CO e 95% ar). Apds este periodo, os pogos
foram lavados com meio DMEM para remogao das células ndo-aderentes, as células aderentes
forma estimuladas com 500 ng/mL de lipopolisacarideos (LPS) (Sigma, EUA;
Lipopolysaccharides 0111:B4) , IFN-y (5 ng/mL), 0,Ilmg/mL de extratos e fragdes. O
controle negativo consistiu de células aderidas, RPMI completo, LPS (500 ng/mL) e IFN-y (5
ng/mL), e o positivo apenas de células aderidas e RPMI completo. Sucedeu-se a incubagdo a
(37° C/24 h, 5% CO,). Apds 24 horas, 50 uL do sobrenadante de cada pogo foram coletados e

transferidos para placas de 96 pocos para a avaliagdo da quantidade de nitrito através do
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método de Griess (DING et al., 1988). A reagdo de Griess foi feita adicionando-se aos 50 puL
do sobrenadante/pogo igual volume do reagente do Griess (solugdo de sulfanilamida 1% e
dihidrocloreto naftiletileno diamina — NEED — 0,1% em H3PO4 a 0,3 M). A leitura das placas
foi feita imediatamente em espectrofotometro, no comprimento de onda de 570 nm. A
percentagem de inibicdo da produ¢do de 6xido nitrico de cada extrato ou fracdo avaliada foi
determinada comparando-se os resultados obtidos com os resultados dos sobrenadantes de

culturas de células ndo tratadas com drogas.

Analise estatistica

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados com o auxilio do programa
GraphPad InStat (ANOVA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inibiciao da Atividade Anticolinesterasica

Os resultados obtidos no ensaio qualitativo em CCD demonstram que todos os
extratos etandlicos foram positivos com formag¢ao de um halo de inibicdo, com isso as fragdes
foram também destinadas para analise em CCD. Todas as fragdes foram positivas no ensaio
em CCD. No entanto em relacdo aos ensaios quantitativos realizados em microplaca nao
houve inibigdo satisfatoria da acetilcolinesterase. Sendo assim os extratos e fragcdes de D.
morototoni ndo foram considerados promissores para o fracionamento bio-guiado e para
isolamento de principios ativos (Tabela 11).

(Tabela 11. Atividade anticolinesterasica quantitativa do extrato e fracdes de D. morototoni)

Inibicio da enzima transcriptase reversa

Dos extratos de D. morototoni apenas o extrato da folha e da casca da raiz inibiram a
acdo da enzima transcriptase reversa em 100% e 51% respectivamente. As fragdes da folha
exibiram atividade menor que 40% de inibi¢do da transcriptase reversa. Das fragdes da casca
do caule apenas a hexanica mostrou atividade inibitoria. Todas as substancias isoladas de D.
morototoni inibiram a TR, sendo a SM3 que apresentou maior potencial inibidor da TR com

70,41% (Tabela 12).
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(Tabela 12. Extratos etanolico, fragdes e substincias isoladas de D. morototoni que
apresentam atividade inibitoria da TR do HIV in vitro)

Citotoxidade frente as células cancerigenas

O ensaio do MTT vem sendo rotineiramente utilizado para a deteccio de
citotoxicidade de compostos sintéticos e de origem natural (SUDO et al, 1994;

TAKAHASHI, et al., 2001).

As viabilidades das células NCIH-292 (Carcinoma de pulm@o humano) ¢ K-562
(Leucemia mieldide humana) foram avaliadas apos 24 h de exposicdo a diferentes
concentragdes dos extratos e fragcdes de D. morototoni pelo método de reducdo do corante
MTT.

A citotoxicidade ¢ um indicativo inicial da atividade antitumoral presente na maioria
dos quimioterapicos. Atualmente, os agentes antitumorais usados clinicamente, na sua grande
maioria, possuem marcada atividade citotoxica (AJITH & JANARDTHANAN, 2003). O
método de reducdo do MTT fornece informagbes sobre a funcdo mitocondrial através da
avaliacdo da atividade da succinato desidrogenase (MOSMANN, 1983). O emprego deste
método demonstrou que o extrato bruto etandlico da casca do caule produziu um efeito
citotoxico. Os valores de Clsy do extrato bruto etandlico da casca do caule foi 3,44 pg. mL!
para células K-562 ¢ 8,01 pg. mL" para células NCI-H292. Segundo protocolo National
Cancer Institute (NCI), valores de Clsp < a 30 pg. mL™' devem ser considerados significativos
para extratos brutos de origem vegetal. Diante dos resultados obtidos partiu para determinagao
de citotoxicidade das fragdes obtidas da particao liquido-liquido do extrato etandlico da casca
do caule de D. morototoni, foi observado que apenas a fragao cloroférmica mostrou atividade
citotoxica significante com Clsy 13,32 ¢ 7,97 pg. mL™" para as células NCI-H292 ¢ K562
respectivamente. As subfragoes (CHCl;/CH;0H 5%) e (CHCI3/CH30H 30%) obtidas apds
cromatografia em coluna de silica normal da fracdo cloroféormica da casca do caule,
produziram atividade citotoxica frente a linhagem celular K562 com Cls929,54+3,52 pg. mL™
para a subfragio (CHCL/CH;OH 5%) e 10,68+0,53 pg. mL" para a  subfragio
(CHCI3/CH30H 30%) (Tabela 13). As substancias puras obtidas da casca do caule e caule
exibiram atividade Clsy maior que 10 pg. mL™" e segundo protocolo do National Cancer
Institute (NCI), valores de Clsy < a 4 pg. mL", devem ser considerados significativos para

substancias puras.
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Plantas do mesmo género apresentam atividade frente as células cancerigenas o extrato
bruto etanolico da folha de Didymopanax vinosum apresentou efeito citostatico para as
linhagens celulares de carcinoma de pulmdo humano e leucemia mieldide humana na
concentragdo de 25 pg. mL’, no entanto o extrato etandlico da casca do caule de D.
morototoni demonstrou maior atividade para leucemia mieldide humana e carcinoma de
pulmio humano com Clsg 3,44 ¢ 8,01 pg. mL™ respectivamente.

Isso permite uma avaliagdo de substancias de origem vegetal em diversos tipos de
células neoplasicas, possibilitando a descoberta de drogas com maior especificidade, rapidez,
eficiéncia e reprodutibilidade (SKEHAN et al., 1990).

Os resultados de atividade citotoxica de D. morototoni observados frente as linhagens
celulares testadas (NCI-H292 e K562), estimulam a continuidade desse estudo considerando
que os constituintes com maior agdo antineopldsica estariam presentes nas subfracdes

CHCIs/CH;0H 5% e CHCI3/CH30H 30% oriunda da frag@o cloroférmica da casca do caule.

Tabela 13. Atividade citotdxica de extratos, fragdes ¢ isolados de D. morototoni frente as
células NCI -H292 e K562.

Potencial imunomodulador

Baixos indices foram observados para a inibicdo da produgdo de 6xido nitrico (NO)
em macrofagos ativados, pois os percentuais variaram de 0% (fragdo acetato de etila e
hidrometandlica da casca do caule) a 27,42% (frac@o hexanica da casca do caule) (Tabela 5).
No entanto, esses extratos inibiram significativamente a proliferacdo de células esplénicas
isoladas de camundongos BALB/c cultivadas com concanavalina A. Este efeito inibitorio da
linfoproliferacdo foi mais evidente no extrato bruto da casca do caule com 99,25 e observado
em menor escala na fragdo butanolica com 64,08 quando avaliados na concentragdo de 0,1
mg/mL (Tabela 14). Em geral, a mensuracdo da imunossupressiao baseia-se na detec¢ao do
crescimento celular resultante de uma ativagdo ou de condigdes da cultura, sendo que a
inibigdo pode ocorrer quando as células tém seus fatores de crescimento suprimidos, ou
quando ha inducdo de energia ou apoptose celular (SHE et al., 1998). Todavia,
independentemente do modo de acdo das drogas, a inibicao da proliferacao celular parece
estar associada a uma atividade antiinflamatéria, pois a reducdo do crescimento celular
implica em diminui¢@o de receptores soliveis produzidos por estas células e de proteases que

convertem precursores inativos em ativos (PUNZON et al., 2003).
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Tabela 14. Atividade imunomodulatoria do extrato e fragdes da casca do caule de D.
morototoni.

CONCLUSOES

Os melhores resultados de inibi¢do da enzima transcriptase reversa foram observados
para o extrato bruto etandlico da folha e o extrato bruto etanolico da raiz. Todas as substancias
testadas tiveram potencial inibidor da TR. Para a atividade antitumoral observou-se que o
extrato bruto etandlico da casca do caule de D. morototoni e sua fragdo em cloroformio foram
capazes de inibir a proliferacdo de células cancerigenas NCI-H292 e K-562. Esse extrato e
suas fragdes ainda apresentaram satisfatorio potencial imunomodulatorio

Os resultados desse estudo estimulam novas investigagdes para avaliar substancias de
origem vegetal em diversos tipos de ensaios biologicos in vitro e in vivo possibilitando a
descoberta de drogas com maior especificidade, rapidez, eficiéncia e reprodutibilidade. O
mesmo potencial ndo foi observado quando se avaliou a espécie vegetal D. morototoni frente

a inibi¢ao de 6xido nitrico e atividade anticolinesterasica
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Tabela 11. Atividade anticolinesterasica quantitativa do extrato e fragdes de D. morototoni a
3mg.ml™

Microplaca (% de Inibicio)

Parte da Planta Extrato Fracio Fracao Fracio Fracio Fracao
EtOH n-C¢H, 4 CHCl, AcOEt BuOH Hidrometandlica
Folha 29,62 0 0 0 0 0
Casca do Caule 22,64 31,69 9,36 8,84 0 21,72
Madeira do Caule 2,06 0 0 0 0 0
Raiz 18,54 14,56 13,81 35,31 11,38 17,44
Casca da Raiz 16,07 0 0 0 0 0
Carbaril 100 - - - - -

Tabela 12. Extratos etanolico, fragdes e substancias isoladas de D. morototoni que apresentam
atividade inibitéria da TR do HIV in vitro.

Parte utilizada / solvente da Solvente para Concentra¢ao no % de inibicdo
extrag¢ao diluir teste
Extrato bruto etanolico da casca do EtOH 50 ug. mL"™ 20,77
caule
Extrato bruto etanolico do caule Agua 50 pg. mL™! 0
Extrato bruto etanolico da raiz Agua 50 pg. mL™ 30,77
Extrato bruto etandlico da casca Agua 50 pg. mL"’ 51,28
da raiz
Extrato bruto etandlico da folha Agua 50 pg. mL’ 100
Casca do caule, fracido hexéanica EtOH 40% 50 ng. mL"'1 79,62
Casca do caule, fragdo EtOH 40% 50 pg.mL™"! 0
hidrometandlica
Casca do caule, fragdo cloroférmio EtOH 40% 50 pg.mL™ 10,38
Casca do caule, fracdo acetato Agua 50 pg.mL™ 0
Casca do caule, frag@o butanolica EtOH 50 pg. mL”" 33,59
Folha, fragao hexanica EtOH 50 pg. mL™ 27,14
Folha, fragdo cloroférmio EtOH 50 pg. mL™" 25,19
Folha, fragdo acetato EtOH 50 pg. mL"! 36,22
Folha, fragdo hidrometandlica Agua 50 pg. mL™" 11,56
DMCC3 EtOH 10 pg. mL™! 56,30
DMCC1 EtOH 10 pg. mL™! 54,94
DMM2 EtOH 10 pg. mL™! 59,11
DMM3 EtOH 10 pg. mL™! 50,18
DMCC2 EtOH 10 pg. mL™! 70,41
DMM1 EtOH 10 pg.mL™’ 42,24
Efavirenz EtOH 40% 1 ug.mL’ 98

Todos os extratos e fragdes foram diluidos na concentragdo de 1 pg.mL™
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Tabela 13. Atividade citotoxica de extratos e fragdes de D. morototoni frente as
células NCI -H292 e K562.

Linhagens celulares Clso(ug.mL-")

Extratos NCI-H292 K562
Extrato Bruto Etandlico do Caule > 50 > 50
Extrato Bruto Etandlico da Casca do Caule 8,0* 3,44*
Extrato Bruto Etandlico da Raiz > 50 > 50
Extrato bruto Etanolico da Casca da Raiz >50 > 50
Extrato bruto Etanolico da Folha >50 > 50
Casca caule
Hexano > 50 > 50
Cloroférmio 13,32* 7,97*
Acetato de Etila > 50 > 50
Butanol > 50 > 50
Hidrometanodlica > 50 > 50
Fracdo Cloroférmica ND
CHCI3/MeOH 5% Casca do caule ND 29,54+3,52
CHCIl5/MeOH 30% Casca do caule ND 10,68+ 0,53
CHCl3/MeOH 50% Casca do caule ND > 50
MeOH 100% ND > 50
Etoposideo ND 4.48+0,23

*valores considerados significativos

Tabela 14. Atividade imunomudulatéria do extrato e fragdes da
casca do caule de D. morototoni

Parte da Planta % inib. NO % inib. Linfo

Extrato Bruto da casca do

caule 14,23 99,25

Fracdo Hidromatanolica 0,00 67,95

Fracdo Hexanica 27,42 98,68

Fracad Cloroformica 5,14 98,15

Fracdo Acetato de etila 0,00 67,64

Fragao Butanolica 1,76 64,08
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6. CONCLUSAO GERAL

O estudo fitoquimico de Didymopanax morototoni (Araliaceae) conduziu até o
presente momento, no isolamento de dois triterpenos glicosilados [4cido 3-O-B-D-
glicopiranosil (1—>2) B - arabinopiranosil (4— 1) B-glicopiranosil- oleano-12-en-28-oico,,
acido 3-O-B-D- xilopiranosil (1—3) B- glicopiranosil-oleano-12-en-28-oico], dois terpenos os
acidos ursolico e oleandlico, dois fitoesteroides glicosilado [3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol
e 3-0O-B-D-glicopiranosil-estigmasterol] e dois fitoesterdides, o sitosterol e o estigmasterol.

A avaliacdo do potencial larvicida revelou que o extrato da folha de D. morototoni apresentou
atividade larvicida com CLs; 55,02 pg. mL™.

No teste da atividade moluscicida os extratos ectandlicos da raiz, casca do caule e madeira
mostrou-se ativos contra a espécie Biomphalaria glabrata com CLsy= 5,33; 38,6 € 37, 42 pg.
mL™ respectivamente. Os compostos isolados da fragdo cloroformica da casca do caule o
acido 3-O-B-D- xilopiranosil (1—3) B- glicopiranosil-oleano-12-en-28- oico e acido 3-O-B-D-
glicopiranosil (1—2) B - arabinopiranosil (4— 1)B-glicopiranosil- oleano-12-en-28-oico,
apresentaram excelente atividade moluscicida com CLsy 1,01 e 0,90 pug. mL™",
respectivamente. A fracdo hexanica do extrato etanodlico da casca do caule apresentou
atividade tripanocida.

Os extratos etandlico da folha e casca da raiz a 50 pg. mL™ inibiram a transcriptase
reversa em 100 e 51% respectivamente. Substancias isoladas de D. morototoni foram ativas a
10 pg. mL™" com inibigo da transcriptase reversa variando de 42 a 59%. O extrato da casca
do caule exibiu atividade antitumoral com Clsy 8 pg. mL! contra as células NCI-H292 e 3,44
pg. mL" contra as células K5632. O extrato e as fragdes da casca do caule inibiram a
linfoproliferagdo variando de 64,08 a 99,25 %.

A avaliagdo da atividade anticolinesterasica revelou que os extratos etandlicos das
folhas, casca e madeira do caule, raiz e casca da raiz de D. morototoni sdo positivos para o
teste qualitativo, no entanto quanto ao teste quantitativo os extratos ndo apresentaram
atividade inibidora da AChE.

Esta pesquisa foi de suma importancia, tendo em vista que da planta em estudo foram
isolados esterdides e triterpenos que exibiram atividade antiviral e moluscicida, visto que até
o momento ndo havia nenhum relato da riqueza quimica e bioldgica deste vegetal.





