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AINEs- Agentes antiinflamatérios nao esteroidais

A,i- Area do padr&o interno

A, —Area do composto alvo

CCF - Cromatografia em camada fina

CG -Cromatografia gasosa

CGAR - Cromatografia gasosa de alta resolucéo
CG-EM -Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
COX- Ciclooxigenase

COX-1- Ciclooxigenase-1 (isoforma da ciclooxigenase ).
COX-2- Ciclooxigenase-2 (isoforma da ciclooxigenase ).
Cpi- Concentracéo do padrao interno

C, — Concentracdo do composto alvo

CV - Coeficiente de variacdo

& - Deslocamento quimico

DIC -Detector de ionizacdo de chama

EM - Espectrometria de massas

Fr — Fator de Resposta

IV - Infravermelho

m/z - razdo massa/carga

PG- Prostaglandinas

PGD - Prostaglandinas do tipo D

PGE - Prostaglandinas do tipo E

PGF - Prostaglandinas do tipo F

PGI - Prostaglandinas do tipo |

RMN H- Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
RMN 3C- Ressonancia magnética nuclear de carbono
TNFa- Fator de necrose tumoral

t, - Tempo de retencao

TXA-Tromboxano

A- Comprimento de onda
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v/v -Relag&o volume por volume
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Glossario

AINEs (Agentes antiinflamatérios ndo esteroidais)- A maioria dos AINEs sdo
acidos organicos e posuem trés acdes principais: acdo antiinflamatodria, efeito
analgésico e antipirético.

Carragenina - mistura de polissacarideos sulfatados extraidos de algas
vermelhas (Rhodophyceae), capaz de estimular desenvolvimento de processo
inflamatorio.

Fitofarmaco- substancia ativa, isolada de matérias-primas vegetais ou mesmo,
mistura de substancias ativas de origem vegetal.

Fitoterapico- medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se
exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou
para fins de diagndstico, com beneficio para o usuario. E caracterizado pelo
conhecimento da efichcia e dos riscos do seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. E o produto final acabado,
embalado e rotulado.

Hiperalgesia- maior intensidade da dor associada a um estimulo nocivo leve.
“libraries”- colecbes com grande numero de compostos estruturalmente
relacioados geradas pela introducdo de reagentes com diferentes grupos

substituintes.

Nocicepgdo — dor, estimulo nocivo que da origem a uma sensagao intensa e
desagradavel.
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Resumo

Neste trabalho avaliou-se a composicdo quimica e a atividade
antiinflamatoria e analgésica da fracdo acida obtida do 6leo das sementes de
Carpotroche brasiliensis, arvore brasileira de médio porte da familia
Flacourtiaceae, conhecida popularmente como sapucainha. Até a década de
40, este oOleo foi o Unico remédio conhecido com acdo terapéutica no
tratamento da hanseniase. A fracdo acida do 6leo apresentou majoritariamente
acidos ciclopenténicos em sua composicdo quimica: 50,8% do &cido
hidnocarpico, 17,8% do acido gorlico e 19,1% do é&cido chaulmugrico. Foi
também avaliada a estabilidade quimica destes compostos durante o periodo
de trés anos. Neste periodo, as transformacgBes quimicas ocorridas nesta
mistura foram acompanhadas pelas técnicas de espectrometria de massas,
infravermelho e ressonancia magnética nuclear de *H e **C.

Embora este 6leo possua compostos com estruturas quimicas
semelhantes as prostaglandinas e tenha sido bastante utilizado no tratamento
da hanseniase, uma doenca caracterizada por estados reacionais
inflamatorios, as suas atividades antiinflamatoria e analgésica nunca foram
bem estudadas.

A mistura de acidos do 6leo de C. brasiliensis, administrada nas doses de
10, 50, 100, 200 e 500 mg/kg, apresentou uma atividade antiinflamatoria dose-
dependente no edema de pata de rato induzido por carragenina, inibindo o
edema de 30% (doses de 50 e 100 mg/kg) a 40% (doses de 200 e 500 mg/kg).

A fracdo acida, administrada oralmente na dose de 200mg/kg, inibiu cerca
de 57% a contorcdo induzida por acido acético e de 55% a dor na segunda
fase do teste da formalina, apresentando uma significativa atividade
antinociceptiva.

Nenhum efeito foi observado nos testes da placa quente (100mg/kg) e do
“rota-rod” (200mg/kg). Portanto, a fracdo acida do 6leo da semente possui um
efeito antinociceptivo periférico e ndo central, uma vez que nenhuma reposta
significativa foi observada nestes testes.

Na tentativa de estudar o efeito das modificagbes estruturais na atividade
biolégica destes acidos graxos, foram preparadas colecdes de moléculas a

partir das reacdes de oxidacdo da mistura de acidos. Estas cole¢des, quando
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administradas na dose de 200 mg/kg no teste do edema de pata de rato,
apresentaram uma inibicdo menor que o material de partida. A mistura de
epoxidos apresentou 17% de inibicdo e os produtos da reacéo de hidroboracéo
apresentaram 13%. Portanto, os acidos ciclopenténicos se apresentaram como

agentes antiinflamatorios mais eficazes que os seus derivados oxidados.
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Abstract

The chemical composition, anti-inflammatory and antinociceptive activities
of an acid fraction of the seed oil of Carpotroche brasiliensis, a medium-sized
Brazilian tree of the Flacourtiaceae family popularly known as sapucainha, was
evaluated. Until the 1940s, this oil was the only acknowledged remedy for the
treatment of leprosy. The acid fraction of C. brasiliensis oil contains
cyclopentenyl, and the fatty acids hidnocarpic (50.8%), gorlic (19.1% ) and
chaulmoogric (19.1%) as major constituents.

The compound’s chemical stability was investigated for three years. During
this period, the chemical modifications were followed by mass spectrometry,
infrared and 'H and **C nuclear magnetic resonance.

Although the cyclopentenyl fatty acid from C. brasiliensis oil has a
prostaglandin-like chemical structure and the oil has been used in the treatment
of leprosy, a disease which elicits inflammatory responses, the anti-
inflammatory and analgesic activities of the oil have never been investigated.

The mixture of acids from C. brasiliensis seeds administered orally at
doses of 10, 50, 100, 200 and 500 mg/kg, showed dose-dependent anti-
inflammatory activity in carrageena-induced rat paw edema, inhibiting the
edema by 30% (doses of 50 and 100 mg/kg) and up to 40% (doses of 200 and
500 mg/kg).

This mixture of acids administered orally at a dose of 200mg/kg inhibited
the acetic acid-induced constrictions by 57% and the second phase of formalin-
induced pain by 55%, showing significant antinociceptive activity.

No effects were observed in the hot-plate (100mg/kg) and rota-rod
(200mg/kg) tests. Therefore, the mixture of acids from C. brasiliensis seeds
demonstrates having peripheral antinociceptive effects and not central effects,
because no significant response was observed in these tests.

In order to study the structural modifications in the biological activity of
these fatty acids, molecular collections were synthesized from the mixture of
fatty acids by oxidative reactions. When these collections were administered at
doses of 200 mg/kg in carrageena-induced rat paw edema, low inhibition was
seen. The mixture of epoxides and hydroboration products showed 17% and
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13% of inhibition, respectively. Therefore, cyclopentenyl fatty acids were more

effective anti-inflammatory agents than oxidative derivates.



1. Introducéo

Do ponto de vista historico, a quimica medicinal tem desempenhado um
papel importante no processo de desenvolvimento de farmacos (DIAS e
CORREA, 2001). Segundo Yunes, a histéria do desenvolvimento dos farmacos
pode ser definida em trés periodos ou tendéncias (YUNES e CALIXTO, 2001).
O primeiro periodo, que vai de 1800 até o ano de 1900, apresenta a fitoquimica
de plantas medicinais integrada a quimica medicinal e a medicina na procura
de principios ativos usando plantas consagradas pela medicina popular. Nesta
época, 0S quimicos que estudavam as plantas medicinais, cujos recursos
experimentais eram extremamente limitados, se dedicaram especialmente a
isolar e determinar a estrutura de compostos ativos de plantas, muito bem
conhecidas e experimentadas pelo uso popular e incorporadas as
farmacopéias da época. Desta forma, muitos fitofarmacos (definidos como
compostos puros extraidos de plantas) foram obtidos, e muitos sdo ainda
usados amplamente na terapéutica atual. Apenas para citar alguns exemplos,
podemos mencionar a morfina (1), isolada em 1804 por Séquin (WALKER,
2002) da papoula (Papaver somniferum), planta usada para acalmar a dor
visceral. Posteriormente da mesma planta, foram isoladas a codeina (2) em
1832 por Robiquet, e a papaverina (3), em 1848, por Merck. De Ephedra sinica
foi isolada a efedrina (4) por Nagai, em 1887, que ainda é usada clinicamente
como um potente broncodilatador. Deve ser citado também o alcaldide
hiosciamina (5), principal constituinte ativo da Atropa belladona, usado como
sedativo (YUNES e CALIXTO, 2001).
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Figura 1: Estrutura quimica da morfina, codeina, papaverina, efedrina e
hiosciamina

O segundo periodo (1901 a 1970/80) se destaca pelo surgimento de
farmacos sintéticos, moléculas puras, com efeitos definidos. O &cido acetil
salicilico (6) foi o primeiro farmaco sintético, oriundo da otimizacdo de um
produto natural, a salicina. Alguns anos apdés a descoberta deste acido,
apareceram novos farmacos de origem sintética para o tratamento de
diferentes patologias. S&o indicados a seguir: o barbital (4cido 5,5-
dietilbarbitarico) (7) foi introduzido na terapéutica em 1903 como agente

hipnético, embora tivesse sido sintetizado em 1882; a epinefrina (adrenalina)



(8), um broncodilatador e descongestionante nasal, foi sintetizada em 1904.
Entre os anos 1904 e 1905 foram sintetizadas a amilocaina e a procaina (9)
usando como modelo a cocaina. Em 1912, o fenobarbital (dcido 5-etil-5-
fenilbarbitarico) (10) foi reconhecido como um importante agente
anticonvulsivante. Em 1932, observou-se que o prontosil (11) atuava como
poderoso bactericida e posteriormente, em 1935, demonstrou-se que este
composto se transformava no composto sulfanilida (12), que era a verdadeira
substancia ativa. Esta descoberta originou a era das “sulfas”, cujos compostos
foram de extrema importancia durante a Segunda Guerra Mundial até a
descoberta dos antibiéticos. Apds a guerra, varios farmacos de origem sintética
foram desenvolvidos (MONTANARI e BOLZANI, 2001), e muitos deles se
tornaram importantes para a humanidade, como os anti-histaminicos, antergan
(1942) e difenilidramina (1946) (13), o antipsicético clorpromazina (1950) (14),
0s antidepressivos iproniacida (1951) e imipramina (1957) (15), o
antiinflamatério indometacina (16), entre outros. Como produtos naturais de
importancia terapéutica aparecem os antibioticos produzidos por fungos como
a penicilina (1939), o cloranfenicol (1947) (17), entre outros (YUNES e
CALIXTO, 2001).
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Figura 2: Estrutura quimica do acido acetilsalicilico, barbital, fenobarbital,
epinefrina, procaina, prontosil, sulfanilida, difenilidramina, clorpromazina,
imipramina, indometacina, cloranfenicol



Apoés a fase na qual os prototipos obtidos a partir de produtos naturais
desempenharam um papel relevante, parece ter ocorrido um periodo de
abandono destas linhas de pesquisa, principalmente a partir dos anos 60
(SIMOES et al, 2001). Os investimentos por parte da indistria farmacéutica e
dos institutos de pesquisa foram reduzidos com a percepcéo de desvantagens
como o lento desenvolvimento e o alto custo para a produ¢do de um farmaco.
Estas desvantagens estdo associadas as inUmeras etapas envolvidas neste
processo de producao, tais como, a escolha de um alvo molecular, seguida
pela validacédo deste alvo e do ensaio bioquimico/farmacoldgico, a identificacdo
de um composto prototipo, modificacdo/ otimizacdo deste composto protétipo
até a aprovacao dos testes clinicos em humanos. O tempo total envolvido em
todo esse processo pode chegar a cerca de 15 anos, sendo que
aproximadamente um terco deste tempo corresponde a identificacdo e
otimiza¢&o do composto prototipo (DIAS e CORREA, 2001).

O terceiro periodo, que se inicia entre as décadas de 70 e 80, se destaca
por um processo de mudancas muito importantes. A partir dos anos 80, muitas
das desvantagens anteriormente apontadas para a busca de novos farmacos
sdo ultrapassadas através de avancos técnicos significativos tanto no
desenvolvimento de técnicas de isolamento e elucidacéo estrutural (SIMOES et
al, 2001) como nos métodos de teste (screening) de um grande numero de
moléculas em relacdo as propriedades desejadas. Os grupos envolvidos com
estas pesquisas, principalmente as grandes industrias farmacéuticas, vém
atuando sistematicamente para diminuir o tempo envolvido, promovendo
profundas transformacdes no processo de desenvolvimento e otimizagcdo da
substancia candidata a farmaco (DIAS e CORREA, 2001). Entre estas
transformacdes, pode-se indicar o avango da biologia molecular e das
correspondentes técnicas genéticas que possibilitaram identificar e preparar
diversas proteinas (enzimas, receptores, canais ibnicos) que estdo diretamente
associados com 0s processos patoldgicos e, por isto, sdo alvos moleculares
importantes a pesquisa de farmacos. Paralelamente, o desenvolvimento de
dispositivos para a realizagdo de ensaios bioldgicos automatizados (do inglés,
High Throughput Screening, HTS) possibilitaram a avaliacdo de uma grande
guantidade de substancias frente a estes novos alvos moleculares (DIAS e
CORREA, 2001; ESPINOLA, 2004; YUNES e CALIXTO, 2001).



A quimica organica sintética, através da preparacao conjunta (na forma de
misturas) ou paralela (na forma de substancias puras) de cole¢cdes com grande
numero de compostos estruturalmente relacionados, permite sintetizar milhares
de compostos em curto espaco de tempo (DIAS e CORREA, 2001). A
diversidade estrutural dessas cole¢cfes € gerada pela introducéo de blocos de
construcdo (building blocks) com diferentes grupos substituintes, combinados
pelas maneiras mais diversas possiveis (ESTRADA et al, 2005). Essa mudanca
promoveu uma grande transformacdo em relacdo aos métodos até entdo
utilizados no planejamento de farmacos, dando origem a quimica combinatoria.

A quimica combinatéria € uma tecnologia composta por uma série de
técnicas idealizadas para a criacdo de enormes populacdes (colecdes) de
moléculas — ou bibliotecas cujos componentes podem ser avaliados com
relagdo as propriedades de interesse (ESTRADA et al, 2005). Os dados obtidos
passam a constituir grandes colecdes de compostos (compound libraries) que
contem informacgdes sobre a natureza quimica e biolégica de seus integrantes.
A producéo destas bibliotecas aumenta a probabilidade de se encontrar novos
compostos de valor terapéutico e comercial de forma mais rapida.

Os primeiros trabalhos com esta abordagem foram relatados ha mais de
15 anos, utilizando processos aplicados na industria farmacéutica (ESTRADA
et al, 2005). Entretanto, foi a partir de 1992 que a quimica combinatéria
apresentou um crescimento vertiginoso, com a preparacdo de uma colecdo
combinatéria de benzodiazepinas por Ellmann e colaboradores, que consistiu
na primeira colecdo combinatdria de moléculas organicas pequenas (BUNIN e
ELLMAN, 1992).

A associacdo da pesquisa de produtos naturais para identificacdo do
composto-protétipo com a preparacdo de colecbes combinatdrias para sua
otimizacdo ainda € bastante incipiente, mas tem sido crescentemente
explorada. A preparacdo dessas cole¢des visa ndo somente a identificacédo de
compostos mais potentes no minimo espaco de tempo, mas também
estabelecer algumas relacfes de estrutura-atividade, de forma a identificar os
grupos farmacoféricos do composto-protétipo. A preparacdo de colegcbes de
derivados, cujo padrdo molecular ja é encontrado em moléculas endégenas ou
em farmacos comerciais, € de grande utilidade para a identificacdo de
moléculas ativas frente a varios alvos biolégicos (DIAS e CORREA, 2001). A



diversidade estrutural dos produtos naturais somada a capacidade da Quimica
Combinatoéria de fornecer grande numero de derivados em curto intervalo de
tempo sugerem uma acao sinérgica na busca de novos farmacos. A sintese
total dos compostos naturais e seus derivados e 0 seu uso como modelo para a
construcdo de bibliotecas sdo as duas principais estratégias aplicadas para a
integracdo da quimica combinatoria com a quimica de produtos naturais
(ABREU e BRANCO, 2003).

Vérios artigos e revisdes tém sido publicados a respeito da aplicacdo da
técnica combinatéria no desenho e formacdo de bibliotecas de derivados de
produtos naturais bioativos escolhidos como composto-protétipo. Na revisao de
Abreu e Branco sao ilustradas cole¢des combinatérias baseadas em produtos
naturais de diversas origens biossintéticas, tais como flavonoides, alcaléides,
terpenos, acidos graxos, carboidratos entre outros (ABREU e BRANCO, 2003).
Essas colecdes combinatorias distinguem-se tanto com relacdo a
complexidade das estruturas quanto nas finalidades farmacoldgicas,
envolvendo a preparacdo de derivados relativamente simples como os da
kramerixina (18), do balanolol (21), da endolactma V (26) e das cumarinas (32,
33, 34), até derivados mais complexos como os analogos as epotilonas A (35)
e B e das sarcodictinas A (38) e B (39) (DIAS e CORREA, 2001).

Fecik e colaboradores prepararam uma biblioteca de 120 compostos
derivados da kramerixina (18), uma neolignana isolada das espécies de
Krameria. Esta colecdo foi sintetizada a partir da rea¢do de um cloreto acido
com fendis em solucéo (FECIK et al, 1999). O anel furano da lignana é formado
através da reacao intramolecular de Wittig (figura 4). A avaliacdo da atividade
antifangica deste grupo de compostos permitiu a identificacdo de compostos

mais potentes que a kramerixina.

Figura 3: Estrutura quimica da
kramerixina
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Figura 4: Biblioteca de compostos anédlogos da kramerixina

A colecdo de compostos analogos do balanolol (21) foi sintetizada por
Nielsen e Lyngso (NIELSEN e LYNGSO, 1996) a partir dos trés blocos de
construcdo (didcido derivado da benzofenona (23), amino &alcool (24) e
derivados do &cido benzoico (25) (figura 6) em fase sélida. Na sintese em fase
sélida os composto preparados séo ligados a uma resina polimérica, de onde
sédo posteriormente removidos. O balanolol (21), um produto natural produzido
pela espécie de fungos Verticillium balanoides, vem se destacando pela sua
capacidade de inibir a proteina quinase C. Esta enzima é responsavel por uma
variedade de respostas celulares, incluindo a proliferacdo celular. A proteina
guinase C, quando ativada (ligada ao ATP), esta envolvida em diversas
doencas tais como cancer, asma, inflamacdo, diabetes, entre outras
(NICOLAOU et al., 1996).

(21)

Figura 5: Estrutura quimica do balanolol



HO
o o)

TINH
D 3

Q

22) (24)

"''NH
FQ 2

HO

H

\
(23)

HOOC
Q ] :[

OH
OH

3

Q

HO

7 AR,

(25)

Figura 6: Biblioteca de compostos analogos do balanolol

Waldmann e colaboradores estabeleceram uma metodologia para a

sintese em fase soélida de analogos da indolactama V (26), um alcaldide capaz

de ativar a proteina quinase C (YANG et al,

1997). Baseando-se nho

conhecimento dos centros de interacdo da indolactama V com a proteina

quinase C, uma colecdo de analogos foi criada com uma diversidade de

substituintes nas posi¢cdes C-12, C-7 e N-13 indicadas na figura 7. A colecao de

derivados da indolactama V foi sintetizada a partir do composto sintético (27)

indicado na figura 8.

(26)

Figura 7: Estrutura quimica da indolactama V

NH,

R“
b ' OBzl
1 2
[ NH b
N~ o=( 0
1
H o) 2) Hy, PAIC, H’, MeOH

3) TBTU, R=metilmorfolina
HOBt, DMF

(28)

@ D

Figura 8: Biblioteca de compostos analogos da indolactama V




A colecdo combinatéria de cumarinas preparadas por Joel e
colaboradores consistiu na reacdo de condensacdo de Knoevenagel de
diferentes 2-hidroxibenzaldeidos (30) com o acido de Meldrum (figura 9) ou
malonato de etila, seguida pela reacdo de esterificacdo e/ou transesterificacao
ou bromacao (JUNIOR et al, 2005). Desta forma, foi criada uma colecao
contendo 38 cumarinas em solucdo. A avaliagdo farmacolégica dos
componentes desta colecdo levou a identificacdo de compostos inibidores da
enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase. Esta enzima participa do

caminho glicolitico do parasita Trypanosoma cruzi.

HO OH OTTO HO 0. o} CaH,Br,
= NaHCO,,
i >< P oH _Adogen4e4
e o Tor MeSOa
NH4DAC, K2003
0 H,0 0 3a-c

R=R"=CsH
(30) (31) (33 R=H R £3H7

(34) R=R" =Me

Figura 9: Colecdo combinatdria de cumarinas

A colecdo combinatéria de derivados da epotilona A (35), um metabdlito
isolado de bactérias do género Sorangium, foi preparada por Nicolaou e
colaboradores a partir de trés blocos de construcdo R1, R2 e R3 (figura 11).
Desta forma, dois tipos principais de macrociclos foram obtidos, cada um
contendo 45 compostos com carbono nas configuragcbes R e S (NICOLAOU,
1997). Em seguida, as epotilonas (36) (37) foram obtidas a partir da
epoxidacao destes derivados (figura 11) em solucdo. A avaliagdo farmacolégica
dos componentes desta colecdo levou a identificagdo de nove compostos
potenciais para o tratamento do cancer de mama e ovario.

Figura 10: Estrutura quimica da epotilona A
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Ri= = N ] Ry N . S | P{>_Ph S I N/>7 s \N I
okt an CH l OH OH

Figura 11: Biblioteca de compostos analogos da epotilona A

As sarcodictinas A (38) e B (39) foram isoladas de corais da espécie
Sarcodictyion roseum e possuem potente acdo antitumoral, apresentando
modo de acdo semelhante ao taxol (NICOLAOU et al, 1998). Na preparacao da
colecdo combinatéria de andlogos desses diterpendides foi empregado o
intermediario (40) (figura 13) imobilizado em um polimero (representado por um
circulo) e utilizadas as posicdes indicadas na sua estrutura para a geracao de

diversos derivados.

(38) RB=Me ; sarcodictina A
(39) R=Et :sarcodictina B

Figura 12: Estruturas quimicas das sarcodictinas Ae B

(40) polimero (41)

Figura 13: Colecdo combinatoria de compostos analogos das sarcodictinas
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Na literatura podem ser encontrados diversos produtos naturais
empregados como matéria-prima para a sintese de compostos bioativos. A
sintese do paclitaxel (Taxol®) (43), um terpeno taxdide identificado nas cascas
de Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), licenciado para uso terapéutico contra o
cancer, foi realizada por Nicolaou e colaboradores a partir da acetilbacatina Il
(42)(figura 14). A acetilbacatina 11l é um terpeno derivado da acetilacdo da
bacatina Ill, um taxdéide encontrado nas folhas da arvore Taxus baccata
(Taxaceae), representando um exemplo da importancia dos produtos naturais
na sintese de farmacos (NICOLAOU, DAI e GUY, 1994; SIMOES et al, 2001;
SOUZA, 2004).

acetilbacatina I1I (42) taxol (43)

Figura 14: Sintese do taxol a partir da acetilbacatina lll

Na busca por analogos taxoides mais eficazes, Xiao e colaboradores
sintetizaram, em fase soélida, uma biblioteca composta por mais de 400
compostos taxoides a partir da acetilbacatina Il (42) (figura 15) (XIAO,
PARANDOOSH e NOVA, 1997)
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AcO

HQu -

(44)

NHFmoc
CCl,CH,O
AcO o

HO BBz AcO

HO 5Bz AcS

Figura 15: Colecdo combinatoria de compostos anélogos do taxol

Um dos mais antigos trabalhos na area de modificacdo combinatoéria de
produto natural descreve a derivatizacdo de alcaldides inddlicos ioimbina (48) e
rauvolscina (49) (figura 16) encontrados no género Rauwolfia (ATUEGBU et al,
1996). Estes alcaldides sao agentes anti-hipertensivos, anti-arritmicos e
antagonistas dos receptores adrenérgicos, 0 que 0s torna compostos atrativos

para a sintese de bibliotecas (figura 16). A colecdo combinatoria desses
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alcaldides, preparada por Atuegbu e colaboradores, foi obtida a partir da
ligagdo da carboxila do anel E do alcaléide a um grupamento amino do
aminoacido ligado a resina, levando ao intermediario (50) (figura 16). Em
seguida, a reacdo do intermediario com uma variedade de &cidos carboxilicos
levou a formacéo da colecdo de analogos do alcaldide inddlico (ATUEGBU et
al, 1996).

(48) ioimbina R'= CO,Me, RZ = H, C20-B
(49)RauvolscinaR' = H, R?* = CO,Me, C20-f

Figura 16: Estruturas quimicas dos alcaloides inddlicos ioimbina e
rauvolscina e dos seus compostos analogos

A extensdo da abordagem combinatdria aos produtos naturais bioativos
vem sendo realizada de forma bastante promissora no Brasil. O pais, com a
grandeza do seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da maior floresta
equatorial e tropical imida do planeta, é o berco natural para investigacdo de
plantas com potencial medicinal e para o desenvolvimento de novos
medicamentos: farmacos, fitoterapicos e fitofarmacos (PINTO et al, 2002). A
espécie vegetal brasileira Carpotroche brasiliensis, popularmente conhecida
como sapucainha, arvore pertencente a familia Flacourtiaceae, foi bastante
utilizada no tratamento da lepra e outras infec¢des cutdneas. No 6leo das
sementes desta planta estdo presentes acidos graxos ciclopenténicos, uma
matéria-prima valiosa para a sintese de compostos biologicamente ativos.

Um grupo de pesquisa, motivado pelo principio de que os produtos
naturais abundantes da flora brasileira possam ser utilizados como unidades
estruturais de partida de agentes terapéuticos mais promissores, iniciou em
1978, no NPPN-UFRJ, um programa de pesquisa objetivando a sintese
estereosseletiva de prostaglandinas da série desoxi-11 PGE, (53), (54), (55) e
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(56) (BARREIRO e GOMES, 1982; GOMES e BARREIRO, 1983), utilizando
como matéria-prima o acido hidnocérpico (52), o &cido graxo ciclopenténico

mais abundante no 6leo da sapucainha (figura 17).

O (6]

(CH3);4CO,H -(CH2)1,CO,H
CsHy, CsHy,
11

(53) O (54) HO CH;
(C]'Iz)mCOzl'[ _,_’
e 0 Q
ACH3);oCOH

~(CH)pCO,H -
N _CsHy
H

|
(55)  OH (56) ©
nows andlogos de 11-deséxi PGE

Figura 17: Sintese de analogos de 1l1-desoxi-PGE a partir do acido
hidnocarpico

acido hidnocérpico

(52)

Essa classe de prostaglandinas desempenha um importante papel
fisiologico, estando diretamente envolvida em processos inflamatorios,
regeneracdo de tecidos, respostas imunolégicas e propriedades
broncodilatadoras. Devido a pronunciada disponibilidade desta classe de
compostos, diversos derivados sintéticos baseados no seu esqueleto carbénico
foram preparados para os mais diferentes alvos bioldgicos (SIMOES, 2001).
Janda e colaboradores relataram uma estratégia para a preparacdo de
derivados de prostaglandinas E,(PGE,) utilizando trés blocos de construcao
(57), (58) e (59) para a sintese em fase liquida (CHEN e JANDA, 1997) (figura
18).

Bu3Sn
W o, ~_ _COzMe
i OTBS B
(57) (58) (59)
o o
é —_— AN COMe
) A — PGE>
o THP-O e OarTHP-G = (ésteres metilicos)

OTES

(60) (61)

Figura 18: Sintese de derivados de prostaglandina E>
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Desta forma, o emprego de produtos naturais na sintese de substancias
de interesse farmacéutico compreende uma estratégia importante para a
obtencdo de novos compostos bioativos, desde que o planejamento molecular
seja adequadamente realizado, representando uma alternativa atraente para a
descoberta de novos protétipos, que otimizados, viabilizaréo a identificacdo de

nova e interessante entidade quimica bioativa.

1.1. A familia Flacourtiaceae

As Flacurtidceas sdo arbustos ou arvores medianas encontradas
principalmente nas florestas tropicais asiaticas, na India, Sri Lanka, Senegal,
peninsula Indo—China, Filipinas, Indonésia e Brasil.

As Flacurtiaceas foram tratadas em sua plenitude por Hutchinson
(HUTCHINSON, 1967), que dividiu esta familia em 10 sub-familias e 90
géneros com cerca de 1284 espécies (tabela 1). Pode-se verificar que o
tratamento de Hutchinson difere daquele dado por Gilg (tabela 2) (GILG, 1925
apud SPENCER e SEIGLER, 1985). Hutchinson, diferentemente de Gilg,
distanciou a subfamilia Pangieae da Oncobeae e excluiu a sub-familia
Paropsiae pertencente a familia Passifloraceae.

Gracas a grande quantidade de pesquisas desenvolvidas pelos botanicos
Sleume, Bosser e Lemke (LEMKE, 1983), novas espécies estdo sendo

introduzidas nesta familia (tabelas 1 e 2).
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Tabela 1: O género e as tribos (subfamilias) da
Familia Flacourtiaceae, de acordo com a
classificagdo de Hutchinson.

Tabela 2: O género, as subfamilias e as

tribos da familia Flacourtia-ceae de

acordo com Gilg.

Tribo 1.Bereberidopsdeae
1. Streptothamnus

Berberisopsis

Erythrospermus

Camptostylus

Ahemia

Dasylepsis

Scottellia

Rawsonia

N Ok WD

Tribo 2. Oncobae
9. Carpotroche
10. Dendrostigma
11. Mayna
12. Xylotheca
13. Oncoba
14. Caloncoba
15. Lindackeria
16. Poggea
17. Grandidiera
18. Pterodendron
19. Prockiopss
20. Buchnerodendron

Tribo 3. Scolopieae
21. Scolopia
22. Sabournaea
23. Batholomaea
24. Hemiscolopia
25. Pseudoscol opia
26. Dioncophyllum
27. Phyllobotryon
28. Phylloclinium
29. Mocguerysia

Tribo 4. Banarea
30. Banera
31. Pineda
32. Trimeria
33. Asteropeia

Tribo 5. Homalieae
34. Dissomeria
35. Calantica
36. Homalium
37.Nisa
38. Byrsanthus
39. Homaliopsis
40. Gerrardina

Tribo 6. Pangieae
41. Chlorocarpa
42. Hydnocarpus
43. Taraktogenos
44. Goghalsia

45. Eleutherandra
46. Gynocardia
47. Pangium

48. Trichadenia
49. Baleyoxylon
50. Scphocalyx
51. Ryparosa

52. Kiggelaria

Tribo 7. Flacourtieae
53. Olmedidla
54. Bennettiodendron
55. Flacourtia
56. Dovyalis
57. Neopringlea
58. Tisonia
59. Aphloia
60. Eichlerodendron
61. Azara
62. Ludia
63. Xylosma
64. Guya
65. Poliothyrsis
66. Carrierea
67. Itoa
68. Synandrina
69. Idesia
70. Priamosia

Tribo 8. Casearieae
71. Casearia
72.Gossypiospermum
73. Laetia
74. Hecatostemon
75. Ryania
76. Zuelania
77. Osmelia
78. Pseudosmelia
79. Ophiobotrys
80. Lunania
81. Euceraea
82. Tetrathylacium
83. Bivinia
84. Samyda
85. Neoptychocarpus
86. Abatia
87. Aphaerema

Tribo 9. Alsatesae
88. Alzatea

Tribo 10. Bembicieae
89. Bembicia
90. Bembiciopsis

1.0ncobeae

1. Rawsonia
Dasylepis
Scottellia
Berberidopsis
Pyramidocarpus
Ahemia
Erythrospermum
Camptostylus
. Poggea
10. Grandidiera
11. Paraphyadanthe
12. Oncoba
13. Xylotheca
14. Caloncoba
15. Lindackeria
16. Mayna
17. Carpotroche
18. Buchnerodendron
19. Prockiopss

© ONOo A WDN

2.Pangieae

A.Hydnocar pinae
20. Hydnocarpus
21. Scaphocalyx
22. Trichadenia
23. Gynocardia
24. Pangium
25. Ryparosa

B.Kiggelariinae
26. Kiggelaria

3.Paropsieae

27. Soyauxia

28. Hounea

29. Paropsia

30. Smeathmannia
31. Paropsiopsis
32. Barteria

4.Abatieae

33. Abatia
34. Aphaerema

5.Trichostephaneae

35. Trichostephanus

6.Scolopieae

A.Scolopiinea
36. Scolopia
37. Pseudoscolopia
38. Streptothamnus
B. Dioncophyllinae
39. Dioncophyllum
C. Prockiinae
40. Prockia

41. Hassdtia
42. Banara
43. Pineda

7.Homalieae

44, Homaliopsis
45. Byrsanthus
46. Gerrardina
47. Homalium
48. Calantica
49, Trimeria
50. Dissomeria

8.Phyllobotryeae
51. Phyllobotryum
52. Phylloclinium
53. Mocquerysia

9.Flacourtieae
A.Flacourtiinae
54. Eichlerodendron
55. Xylosma
56. Guya
57. Azara
58. Ludia
59. Priamosia
60. Tisonia
61. Neumannia
62. Flacourtia
63. Dovyalis
64. Olmedidla
B.ldesiinae

65. Bennettia
66. Quadrasia
67. |ldesia
68. Poliothyrsis
69. .Carrierea
70. Itoa

10.Casearieae
71. Luania
72. Arechavaetaia
73. Tetrathylacium
74. Samyda
75. Lagtia
76. Stapfiella
77. Euceraea
78. Ophiobotrys
79. Osmélia
80. Patrisia
81. Hecatostemon
82. Zuelania
83. Casearea

11.Bembicieae
84.Bembicia
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Atualmente sdo conhecidas muitas espécies pertencentes a familia
Flacourtiaceae, situando-se a maioria no género Hydnocarpus (sub-familia
Pangeae). Um outro género, Oncoba (sub-familia Oncobae), aparece com
muitas espécies, sendo a O. echinata (Oliver) a mais cultivada na Africa. Um
terceiro género é o Carpotroche (sub-familia Oncobae) e entre as espécies
brasileiras mais conhecidas estdo C. brasiliensis Endl., C. amazonica Mart., C.
grandiflora Spruce, C. longifolia Benth, C. intergrifolia Kuhlmann; do género
Lindackeria (sub-familia Oncobae) destacam-se as espécies L. latifolia Benth,
L. pauciflora Benth, L. ovata Benth, e do género Mayna (sub-familia Oncobae);
M. odorata Aubl; além de outros géneros pertencentes as sub-familias
Casearieae e Flacourtieae (DA SILVA, 1926; LOPES, 1982). Todas estas
espécies se destacam pela presenca de 6leo na semente de seus frutos. Este
oleo, mais conhecido como 6leo de chaulmugra, foi considerado por muitos
anos o unico remédio com alguma acao curativa para o tratamento dos casos
de lepra. Desde entdo, as plantas produtoras deste Oleo passaram a ser
cultivadas em varias regiées do mundo. A identificacdo posterior da espécie C.
brasiliensis fez com que essa flacurtidcea se tornasse a principal fornecedora
do 6leo no Brasil. Assim, o 6leo de chaulmugra, extraido de varias espécies de
flacurtidceas, atravessou toda a Idade Média s6 sendo abolido em 1940, com o
surgimento das sulfas.

O oOleo de chaulmugra apresenta em sua composi¢do diversos acidos
ciclopenténicos, aos quais foram dados os nomes de acido chaulmagrico (66),
hidnocarpico (65) e gorlico (68).
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(65)n=7 Acido hidnocarpico
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TN

Acido gérlico (68)

Figura 19: Estrutura quimica dos acidos ciclopenténicos

A evolugdo de um caminho biossintético para a producdo dessas
estruturas ciclopenténicas representa uma caracteristica taxonémica dentro da
familia Flacourtiaceae. Apenas quatro outras familias produzem tais
compostos, representadas por Passifloraceae, Turneraceae, Malesherbiaceae
e Caricaceae (SPENCER e SEIGLER, 1985).

1.1.1. Biossintese dos acidos ciclopenténicos

Todos o0s acidos graxos ciclopenténicos existentes na natureza
evidenciam um numero par de atomos de carbono. Alguns experimentos
mostraram que 0s acidos graxos ciclopenténicos surgem a partir do
alongamento da cadeia do acido aleprélico (76), possivelmente obtido a partir
da ciclopentenilglicina (74). O esquema 1 mostra como a biossintese dos
acidos graxos ciclopenténicos é proposta no momento. As substancias entre
colchetes nédo foram identificadas com clareza (ABDEL-MOETY, 1981;
REHFELDT, SCHULTE e SPENER, 1980).
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O composto a-cetopimelato (71) seria obtido pelo alongamento da cadeia
de o-cetoglutarato (69) por duas unidades de acetil-CoA. Apés a reducao de a-
cetopimelato (71) para a formacéo de um aldeido, uma reacédo de condensacao
alddlica intramolecular pode ocorrer para a formacdo de 2-hidroxiciclopentil-
glioxalato (73). Este, por sua vez, pode sofrer uma desidratacdo formando o
ciclopentenilglioxalato. O &cido aleprolico € entdo formado a partir da acao de
enzimas transaminases sobre ciclopentenilglioxalato (REHFELDT e SPENER,
1980).

Outra caracteristica importante da familia Flacourtiaceae é a presenca de
substancias cianogénicas, ainda que estas nao estejam presentes em todas as
espécies. Além da importancia taxonémica, a existéncia destes metabdlitos
possui um papel importante na defesa contra predadores. Quando as folhas
sdo quebradas, ocorre uma reacao enzimatica sobre um substrato cianogénico,
liberando HCN. Este fenébmeno é observado em mais de 20 espécies dentre as
sub-familias j& mencionadas (SPENCER e SEIGLER, 1985; THOMSEN e
BRIMER, 1997)

O (¢licosideo cianogénico mais largamente encontrado na familia
Flacourtiaceae, a ginocardina (77), foi isolado e identificado nas sementes e
folhas das espécies de Gynocardia odorata L., Pangium edule Reinw e
Carpotroche brasiliensis (SPENCER e SEIGLER, 1985).

Spencer & Seigler estudaram a distribuicdo de glicosidios cianogénicos
em 550 espécies desta familia e verificaram que a distribuicdo destes contribui
para o estabelecimento das relacdes filogenéticas dentro da familia (SPENCER
e SEIGLER, 1985). A maioria das espécies de flacourtiAceas contém
glicosideos ciclopentandides com a hidroxila na posicdo cis ao grupo
glucopiranosila, tais como, ginocardina (77), epivolkenina (78) e tarakitofilina
(79), o que a diferencia da familia Passifloraceae. (JAROSZEWSKI e
OLAFSDITTIR, 1987).
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Figura 20: Estrutura quimica dos glicosidios cianogénicos

1.2. Historico do Oleo de Chaulmugra

A primeira referéncia ao emprego de flacurtiaceas oleaginosas no
tratamento da lepra é do dominio da lenda. Diz a lenda pré-budista que o rei
Rama, da Birmania, abandonou o trono e foi para o interior da floresta para
esconder a sua moléstia incuravel. Ali, alimentando-se das folhas e frutos da
arvore kalaw, curou-se a si préprio e a princesa Piya, que encontrou na selva,
segregada também pela doenca (ARAUJO, 2005).

Em 1771, no Tesouro da Medicina, uma enciclopédia médica “Makhzan-
Adwiya” o médico persa Muhammed-Husein cita o 6leo “Chawul mungri” ou
“Chaulmugri” para designar o Hydnocarpus kurzii. A palavra migrou para o
ocidente com o nome chaulmoogra (ou chaulmugra), sendo incluida em 1898
na 42 edicdo da British Pharmacopeia e na 12 Farmacopéia Venezuelana
(ABDEL-MOETY e MANGOLD, 1981).

Em 1854, na india, o cirurgido britdnico F. J. Mouat usou um 6leo
chamado de 6leo de chaulmugra, obtido das florestas do sudeste da Asia, para
tratar leprosos (MOUAT, 1854 apud ABDEL-MOETY, 1981).

Na metade do século XIX, a chaulmugroterapia abriu caminho em todo o
ocidente, com a introducdo do 6leo na medicina, mas foi apenas a partir de
1900 que se iniciou a investigacdo das suas propriedades terapéuticas e da

sua composicao quimica (LOPES, 1982).
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No Brasil, Theodoro Peckolt, farmacéutico alemao, que se radicou no Rio
de Janeiro em 1848, foi o primeiro a sugerir o 6leo obtido da chaulmugra
brasileira, Carpotroche brasiliensis, para o tratamento de leprosos. Ele foi
pioneiro na obtencdo de &cidos a partir do 6leo das sementes desta
Flacourtiaceae, em 1869, treze anos antes que John Moss os isolasse do 6leo
de uma chaulmugra indiana (SOUZA, 1935 apud COLE e CARDOSO, 1938 a).

Em 1904-1905 F. B. Power e colaboradores isolaram os acidos
chaulmugrico e hidnocérpico (figura 19), do 6leo de chaulmugra, obtido de
sementes de H. kurzii (King), H. wightiana e H. anthelmintica. Em 1907, eles
estabeleceram as suas formulas estruturais (POWER e GORNALL, 1904 apud
ABDEL-MOETY, 1981; POWER e BARROWCLIF, 1905; POWER e
BARROWCLIF, 1907 apud ABDEL-MOETY,1981).

Em 1921, J. Carvalho Del Vecchio preparou no Brasil os ésteres etilicos
dos acidos graxos do 6leo de C. brasiliensis, a fim de que Eduardo Rabelo os
experimentasse no Hospital dos Lazaros no Rio de Janeiro (comunicacao feita
a sociedade Médica cirurgica do Rio de Janeiro) (DA SILVA, 1926). Com o
progresso sobre o conhecimento da composicdo quimica do Oleo de
chaulmugra e o fracionamento de seus acidos, a terapéutica dos lepromatosos
ganhava novas armas com a producédo de derivados destes acidos.

A estrutura do &cido chaulmugrico foi confirmada no ano de 1925 por R.L.
Shriner e R. Adams (SHRINER e ADAMS, 1925).

Em 1926, Antenor Machado relatou a descoberta de dois novos
compostos presentes no Oleo de C. brasiliensis, chamando-os de acidos
carpotrochico e carpotrochinico (MACHADO, 1926 apud COLE & CARDOSO,
1938b). Nesse mesmo ano, Da Silva mostrou que estes acidos faziam parte de
uma mistura cujos constituintes principais eram os acidos chaulmugrico e
hidnocarpico (DA SILVA, 1926).

Em 1928, André e Jouatte isolaram um componente do Oleo da
Flacourtiaceae O. echinata, que recebeu o nome de &cido goérlico, por ser
derivado do “6leo gorli”, como os nativos chamavam o 6leo obtido da Oncoba
echinata (ANDRE e JOUATTE, 1928). Paget, em 1937, trabalhando na
Inglaterra com o 6leo das sementes do C. brasiliensis (PAGET, 1937) e Cole e
Cardoso, em 1938, trabalhando com o 6leo das sementes de C. brasiliensis e
O. echinata (COLE e CARDOSO, 1938a; COLE e CARDOSO 1938b; COLE e
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CARDOSO, 1938c) obtiveram o mesmo constituinte mencionado por André e
Jouatte em 1928, o acido gérlico. Embora ndo o obtivesse puro, Paget foi o
primeiro a propor sua estrutura quimica e a mencionar a sua atividade 6tica em
1937 (PAGET, 1937).

Em 1939, Cole e Cardoso (COLE e CARDOSO, 1939) relataram a
presenca de outros quatro componentes destes 6leos, homélogos dos acidos ja
encontrados, 0S quais ocorriam em pequenas percentagens, sendo
denominados &cido aléprico, acido aleprilico, acido alepréstico e &cido

aleprdlico (figura 19).

1.2.1. A espécie Carpotroche brasiliensis Endl

A espécie da familia Flacourtiaceae em estudo no presente trabalho é
a Carpotroche brasiliensis (Endl). Trata-se de uma arvore grande chegando a
atingir até 20 metros de altura e 30 cm de diametro (figura 21). Fornece madeira
parda escura com manchas pretas; os frutos fornecem polpa, a qual submetida
a fermentacdo da bebida de sabor agradavel, porém raramente aproveitada. O
fruto é grande, carnudo, com até 10 cm de comprimento e 12 de didmetro, alas
grossas e membranosas, contendo de 80 a 90 sementes envoltas em polpa
esbranquicada ou amarelada, adocicada, comestivel para diversos animais,
principalmente roedores. Das sementes do fruto se extrai um 6leo, chamado por
alguns autores de 6leo de “carpotroche” ou de “sapucainha”, equivalente ao 6leo
“chaulmugra” em sua composicdo e atividade terapéutica. O 6leo tem funcao
inseticida, depilatéria, parasiticida, sendo eficaz no combate a caspa, aos
piolhos e a todas manifestacées herpéticas (PIO CORREA, 1984).

As folhas sdo pecioladas, obovado-oblongas, agudas no apice e
levemente atenuadas na base atingindo até 18 cm de comprimento. S&o
finamente serradas, pubescentes enquanto novas e nervadas na parte inferior.
Flores poligamas, réseas, grandes, com as sépalas mais compridas do que as
pétalas (PIO CORREA, 1984). Esta espécie floresce quase o ano todo,
predominantemente de junho a setembro e seus frutos amadurecem de agosto

a setembro (LORENZI, 2002).
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Esta arvore é originaria das florestas montanhosas dos seguintes
estados: Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia, Sdo Paulo e
Piaui e dependendo da regido recebe diversos nomes vulgares: Sapucainha
(o mais conhecido), Ruchuchu, Canudo de pito, Fruto de macaco, Fruto de
cotia, Pau de cachimbo, Fruta de babado, Papo de anjo e Pau de lepra (PIO
CORREA, 1984; LORENZI, 2002).

(b)
Figura 21: (@) Espécie Carpotroche brasiliensis (fonte:

www.tomdaservas.com.br/ sapucaia.html) (b) Frutos e sementes da
espécie Carpotroche brasiliensis (fonte: LORENZI, 2002)
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1.2.2. Histérico do 0Oleo de Carpotroche Dbrasiliensis

(Flacourtiaceae)

Entre 1861 a 1869, Peckolt fez seus principais estudos sobre o C.
brasiliensis (Endlicher). O estudo completo foi publicado na Alemanha, em 1868,
no Zeitscrift der allg. Osterr. Apotheker- Vereines (DA SILVA, 1926).

Em 1861, nas Colecbes de Farmacognosia e Quimica enviada a
Exposicdo Nacional, Peckolt apresentou trés produtos de sua analise,
descrevendo o fruto constituido de “60 a 96 sementes, envolvidas numa polpa
doce com cheiro de maca”. Das sementes ele extraiu um 6leo amarelado que
servia para azeite de lampido, julgando que poderia ser ainda usado para
temperar comidas, carecendo de maiores observagbes sobre seus efeitos
medicinais (ARAUJO, 1946). Deste 6leo foi isolada uma fracdo, a qual deu o
nome de acido carpotréchico.

No catadlogo explicativo da Colecdo de Farmacognosia e Quimica
Orgéanica enviada a Exposi¢cdo Nacional de 1866, Peckolt relata os resultados
da analise do 6leo de C. brasiliensis, em cuja composi¢cao quimica encontrou,
além dos acidos oléico e palmitico, outros ainda n&o conhecidos, que
denominou de acidos carpotrdchico, carpotrochinico e carpotrolénico, bem como
uma substancia cristalina, a carpotrochina. Do 6leo, ele isolou ainda um acido
graxo cristalino ao qual deu o nome de acido estéreocarpotrdchico, referindo-se
possivelmente ao ainda desconhecido acido hidnocarpico (SANTOS, PINTO e
ALENCASTRO, 1998). A analise do 6leo de C. brasiliensis feita por Peckolt em
1866 foi a primeira, no mundo, a ser publicada sobre os 6leos de Chaulmugra
(SANTOS, PINTO e ALENCASTRO, 1998). Segundo Da Silva, todos os acidos
obtidos por Peckolt eram misturas, em proporcdes variaveis, dos varios acidos
existentes no 6leo da sapucainha.

Em 1868, nas suas “Andlises da Matéria Médica Brasileira” ao descrever
melhor os frutos de C. brasiliensis, Peckolt recomenda fortemente o uso desse
6leo como sucedaneo do 6leo de chaulmugra oriundo da Iindia (SANTOS,
PINTO e ALENCASTRO, 1998).
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Em 1911, Pio Corréa ressaltou as virtudes parasiticidas e anti-lepréticas
dessa planta pela primeira vez nos “Archivos Brasileiros de Medicina” (P1O
CORREA, 1984). Ao mesmo tempo em que ressaltava essas propriedades, Pio
Corréa ofereceu ao Dr. Gustavo Riedel frutos de C. brasiliensis, de cujas
sementes foi extraido o Oleo, que esse ilustre médico e outros colegas
ensaiaram em enfermos do Hospicio Nacional de Alienados do Rio de Janeiro.
Foi essa a primeira aplicagdo no Brasil do 6leo de C. brasiliensis como
sucedaneo do 6leo de Chaulmugra. Regressando de uma viagem que fez a
india, em 1915, Pio Corréa insistiu na utilizacdo do 6leo, mas aqui ninguém se
importou, embora as revistas estrangeiras tudo divulgassem (PIO CORREA,
1984).

Varios cientistas brasileiros continuaram trabalhando com o C. brasiliensis
e, em 1924, Antenor Machado identificou os &cidos descritos por Peckolt
conservando-lhes os nomes e determinando-lhes as formulas (MACHADO, 1926
apud COLE & CARDOSO, 1938b).

Em 1926, Da Silva conseguiu isolar do o6leo de C. brasiliensis, por
destilacdo fracionada, os &cidos chaulmugrico e hidnocérpico (DA SILVA, 1926).

Em 1937, Cole e Cardoso fizeram a analise mais completa do 6leo de C.
brasiliensis, obtendo as seguintes percentagens de acidos graxos: acido
chaulmugrico 24,4%, &cido hidnocarpico 45,5%, acido palmitico 6,6%, acido
gorlico 15,4% e acido oléico 6,3% (COLE e CARDOSO, 1938 b; POSSOLO,
1945). Nesta andlise, Cole e Cardoso utilizaram a técnica de destilacdo
fracionada dos ésteres etilicos seguido da cristalizacdo dos constituintes do
oleo.

Os acidos ciclopenténicos podem atingir proporcbes de até 90% dos
acidos graxos totais de diferentes 6leos de Chaulmugra. Spener & Mangold
relatam um aumento da proporcdo desses acidos durante o estagio de
maturacdo das sementes (SPENER e MANGOLD, 1974). Na fracdo lipidica
estdo também presentes o acido palmitico, estearico e outros acidos graxos
homologos de cadeia linear (COLE e CARDOSO, 1939; SPENER e
MANGOLD, 1974). Para uma simples comparacéo, na tabela 3 estéo presentes
as proporcdes dos trés acidos graxos mais importantes em diferentes 6leos de
sementes de plantas da familia Flacourtiaceae. Estes acidos naturais sdo

oticamente ativos, devido a presenca de um atomo de carbono assimétrico no

27



sistema ciclico, cabendo a Peckolt os primeiros relatos desta descoberta
(PAGET, 1937). Em 1955, Mislow e Steinberg estabeleceram a configuragéao
absoluta deste centro assimétrico, estabelecendo a configuracdo R para todos
os acidos da série (MISLOW e STEINBERG, 1955).

O processo de obtencao dos acidos graxos ciclopenténicos, descrito ha 40
anos atras, empregando as técnicas de destilagdo fracionada dos ésteres

seguido da cristalizacdo, ainda é o método de escolha para o isolamento em
escala preparativa (ABDEL-MOETY, 1981; DA SILVA, 1926).

A H, H. kurzii | H. wightiana C. C.
Acidos anthelmintica '(%) ' (%A)) echinata | brasiliensis

(%) (%) (%)

Hidnocéapico 67,8 34,9 48,7 - 45,5

Chaulmugrico 8,7 22,5 27,0 74,9 24,4

Gorlico 14,0 22,6 12,2 14,7 15,4

Tabela 3: Composicdo quimica dos acidos ciclopenténicos de algumas
espécies da familia Flacourtiaceae (ABDEL-MOETY, 1981).

Cole e Cardoso observaram que, embora o 6leo de C. brasiliensis se
mantivesse estavel por um periodo de um ano, as sementes se deterioravam
rapidamente. ApOs este periodo, o Oleo das sementes velhas era
extremamente irritante (COLE e CARDOSO, 1938 b). Paget anunciou que esta
irritacdo estaria associada a presenca dos chamados acidos tarricos (“tarry-
acids”), numa concentracdo de 9% (PAGET, 1937). Cole e Cardoso relataram
gue esses acidos seriam formados a partir da decomposicdo do acido gorlico,
considerado mais instavel em relagdo aos acidos chaulmugrico e hidnocérpico
(COLE e CARDOSO, 1938 b).

Os produtos de oxidacdo dos acidos ciclopenténicos foram apresentados
no trabalho de Paget como hidroxi (80) e ceto acidos (81). Barrowcliff e Power
encontraram o &cido y-ceto-heptadecanodidico (82) entre os produtos de

oxidacao do acido chaulmugrico.
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Ao mesmo tempo em que as estruturas dos acidos eram elucidadas e
relatadas na literatura, alguns pesquisadores passaram a se preocupar com a
sintese parcial ou total destas substancias devido a sua importancia na

terapéutica.

O—

0) (81)

i
HOZCMCOZH

(82)

Figura 22: Estrutura quimica dos produtos de oxidac&o descritos nos trabalhos de
Paget e Barrowcliff.

1.2.3. Sintese de acidos ciclopenténicos

Na literatura estdo descritos alguns procedimentos para a sintese parcial
ou total das estruturas ciclopenténicas encontradas no 6leo de Chaulmugra.
Partindo do &cido hidnocérpico, Stanley e Adams, em 1929, relataram a sintese
do acido chaulmugrico (STANLEY e ADAMS, 1929). Em 1927, Perkins e Cruz
descreveram a sintese total do acido chaulmugrico na forma do seu racemato
(PERKINS e CRUZ, 1927) e, posteriormente, em 1941, Bokil e Nargund
(BOKIL e NARGUND, 1941 apud LOPES, 1982) além de Diasper e Smith,
descreveram a sintese do acido hidnocarpico, também na forma de racemato
(DIASPER e SMITH, 1948 apud LOPES, 1982)

Em 1955, Mislow e Steinberg relataram a sintese total do &cido
chaulmugrico opticamente puro e estabeleceram a configuracdo absoluta do
seu Unico centro assimétrico, bem como para seus homdlogos, tais como 0s
acidos hinocarpicos, gorlico e demais acidos da série (MISLOW e STEINBERG,
1955), os quais apresentaram configuracao R .
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1.2.4. Propriedades Farmacologicas e Terapéuticas do 6leo da

semente de C. brasiliensis

As propriedades farmacologicas e terapéuticas do 6leo de C. brasiliensis
foram estudadas inicialmente por Peckolt, entre 1860 e 1869. Esse
farmacéutico estudou as propriedades fisicas, quimicas e terapéuticas do 0leo
de C. brasiliensis, comparando-o ao genuino 6leo de chaulmugra. Os
resultados fisicos e quimicos obtidos com C. brasiliensis foram bastante
proximos aos observados com o 6leo de chaulmugra (PIO CORREA, 1984; DA
SILVA, 1926). Da Silva afirmou que “dada a identidade da composi¢cao quimica
do 6leo de sapucainha com o de chaulmugra, a sua acdo terapéutica,
logicamente, s6 pode ser a mesma” (DA SILVA, 1926). A atividade contra os
bacilos acido-resistentes, observado com o 6leo do C. brasiliensis, indicou
fortemente o uso desse 6leo, em substituicdo ao de chaulmugra, no tratamento
da lepra (DA SILVA, 1926).

As atividades parasiticida e antideprética de C. brasiliensis foram citadas
por Pio Corréa, nos “Archivos Brasileiros de Medicina”, em 1911 (PIO
CORREA, 1984)

Em 1926, Dias da Silva avaliou o perfil farmacolégico do oOleo de C.
brasiliensis, utilizando diferentes vias de administracdo e formas farmacéuticas,
encontrando as mesmas caracteristicas observadas para o 6leo de chaulmugra
relatadas nos trabalhos de Read (DA SILVA, 1926). O 6leo de C. brasiliensis é
mal tolerado pela via oral, provocando, freqientemente, anorexia, dores
gastricas, nauseas e vomitos. Foi citado que as injecbes intramusculares
também ndo eram bem toleradas e as endovenosas ocasionavam, as vezes,
reacoes de certa gravidade, como acessos de tosse, opressdo respiratoria,
com acentuada dispnéia e cianose e no fim de algumas horas, hipertermia (39-
40°C). Esta ultima modalidade de administracdo teve muitos adeptos e era
considerada eficaz na regressdo de lesbes paucibacilares, embora seu
mecanismo de acdo nado fosse conhecido. Os &cidos graxos livres também
foram empregados, porém, foi observado que a forma mais ativa e melhor

tolerada eram os ésteres etilicos dos &cidos graxos, os quais foram pela
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primeira vez preparados no Rio de Janeiro por Da Silva, para serem utilizados
no Hospital dos Lazaros, desta cidade. Neste mesmo ano, Da Silva concluiu
ainda que a acao especifica de C. brasiliensis contra o bacilo da lepra realiza-
se a custa de seus acidos graxos nao saturados, isto é, dos acidos
chaulmugrico e hidnocarpico (DA SILVA, 1926).

Os ésteres metilicos derivados dos acidos ciclopenténicos também foram
usados por via oral. Os ésteres benzilicos correspondentes foram
comercializados pela Bayer sob o nome de “Antileprol-Bayer” no tratamento da
lepra (WAGNER-JAUREGG, 1942 apud ABDEL-MOETY, 1981). Inumeros
outros derivados, como o0s cinamatos, foram usados em exames
quimioterapicos (BURSKCHKIES, 1943). Os laboratérios Granado lancaram
produtos a base dos ésteres etilicos dos acidos graxos do Oleo de sapucainha,

acrescidos dos principios ativos do 6leo de figado de bacalhau, de canfora e de
timol (DA SILVA, 1926) (figura 23).
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Figura 23: Produtos a base do o6leo de chaulmugra comercializados no
tratamento da lepra (fonte: ARAUJO,2005)

E importante destacar os trabalhos de Louis Levy que revelaram a

atividade bacteriostatica do acido hidnocéarpico. Este acido inibiu a

multiplicacéo, in vitro, de 38 das 47 linhagens de 16 espécies de bactérias
(JACOBSEN, HERMAN & LEVY, 1973). Os sais de sodio dos acidos graxos do
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0leo chaulmugra e o acido chaulmugrico também foram capazes de inibir a
multiplicacdo de M. leprae em pata de ratos injetados com este bacilo (LEVY,
1975).

A partir de 1940, as sulfas e outros quimioterapicos como a clofazimina,
estreptomicina, rifampicina e dapsona suprimiram o0 uso de preparados com

Oleo de chaulmugra e de C. brasiliensis.

1.3. Acidos graxos ciclopenténicos e prostaglandinas

Os acidos graxos ciclopenténicos encontrados no Oleo de C.
brasiliensis, a chaulmugra brasileira, tém estrutura quimica relacionada as
prostaglandinas, eicosandides envolvidos em varios processos fisiologicos e
fisiopatoldgicos (ex: processos inflamatoérios).

As prostaglandinas sdo acidos carboxilicos insaturados com 20
carbonos, com anel de cinco membros (figura 24). As familias de
prostaglandinas, leucotrienos e outros compostos relacionados sdo chamados
de eicosanodides porque sdo derivados de &cidos graxos essenciais de 20
carbonos que possuem trés, quatro ou cinco ligacdes duplas em sua estrutura,
tais como, o acido dihomo-y-linolénico, o acido araquidénico (83) e o acido 5, 8,

11, 14, 17 eicosapentaenaico.

A sintese de prostaglandinas a partir do acido araquidonico, principal fonte
dos eicosandides, ocorre em um processo com varias etapas (figura 24). Na
etapa inicial, um estimulo fisico provocado pela perturbacdo da membrana
celular causa um influxo de Ca®** , o gue ativa a fosfolipase A2, que por sua
vez, hidrolisa a ligacdo éster do fosfolipideo da membrana com a liberagdo do
araquidonato. Uma vez liberado, o araquidonato € metabolizado rapidamente a
produtos oxidados por diversas enzimas, incluindo a ciclooxigenase,
lipooxigenases ou citocromo P450. A sintese das prostaglandinas acontece em
etapas consecutivas sob a acdo de enzimas microssomais (figura 24). A
primeira enzima da via sintética € a endoperoxido sintase, também chamada de
ciclooxigenase (COX). Existem duas isoformas desta enzima, a ciclooxigenase-

1 (COX-1) e a ciclooxigenase-2 (COX-2). A primeira é constitutiva e esti
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presente em muitas células. A COX-2 ndo esta normalmente presente, mas
pode ser induzida por fatores séricos, citocinas inflamatérias e fatores de
crescimento (GOODMAN et al, 2003).

Os produtos formados pela COX, PGG, (84) e PGH, (85) séao
guimicamente instaveis, podendo ser transformados enzimaticamente (pelas
enzimas sintetases PGIS, TxAS, PGES, PGFS, PGDS) em uma variedade de
produtos, incluindo prostaciclinas (PGI) (89), tromboxanos (TXA) (86), e
prostaglandinas (PGE (88), PGF (90) e PGD (87)) (figura 24).
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Figura 24: Biossintese das prostaglandinas. (FONTE: HATA & BREYER,
2004)




Analogos dos precursores naturais de acidos graxos podem servir como
inibidores competitivos da formacao de prostaglandinas e produtos de
lipoxigenases (GOODMAN et al, 2003).

As drogas antiinflamatorias, analgésicas e antipiréticas sdo um grupo de
compostos heterogéneos, ndo quimicamente relacionados (embora a maioria
sejam acidos organicos), que compartilham certas agfes terapéuticas e efeitos
colaterais. O protétipo dessas drogas € a Aspirina e 0S compostos sao
referidos como relacionados a Aspirina (“Aspirin-like”); mais freqientemente
esses compostos sdo chamados de drogas antiinflamatérias nao-esteroidais
(AINEs). O principal mecanismo de acdo desses AINEs é a inibicdo da
cicloxigenase (COX), a enzima responsavel pela biossintese de
prostaglandinas e outros autacoides relacionados (GOODMAN et al, 2003). As
COX-1 e 2 diferem na sensibilidade a inibicAo por certas drogas
antiinflamatorias. Esta observacdo levou ao desenvolvimento de agentes
clinicamente Uteis que inibem seletivamente a COX-2. Estas drogas
apresentam vantagens quando comparadas com agentes antiinflamatorios nédo
esteroidais convencionais ndo seletivos, desde que a COX-2 é a
ciclooxigenase predominante nos sitios da inflamacéo, mas ndo nos sitios trato
gastrintestinal. Inibidores da COX-2 sdo antiinflamatdrios e ndo apresentam os
efeitos adversos dos inibidores ndo seletivos da COX (GOODMAN et al, 2003).

Relacionando os acidos ciclopenténicos de C. brasiliensis, prostaglandinas
e processos inflamatoérios originados por estas, € possivel correlacionar o uso
desses acidos no alivio de sintomas da lepra. A Lepra (ou Hanseniase) é uma
infecgao bacterial cronica que envolve a pele, nervos e outros tecidos. Esta
infeccdo é causada pelo Mycobacterium leprae, uma bactéria capaz de se
adaptar ao parasitismo intracelular e sobreviver incubada por um longo periodo
de tempo, até 20 anos, antes que seus efeitos sejam observados (COVEY,
2001). Os principais estados imunoldgicos mediados por rea¢des inflamatdrias,
caracteristicas da Lepra, podem ser de dois tipos: a reagao reversa (reacédo do
tipo 1) e o eritema nodoso hansénico (reacdo do tipo 2). A reacao reversa se
caracteriza pela reativacdo de lesdes pré-existentes com sinais de inflamacgéo
aguda, tais como eritema, edema e hipersensibilidade; aparecimento de lesdes

novas com caracteristicas semelhantes as anteriores; espessamento de nervos
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periféricos, acompanhados de dor espontanea ou a compressao; distarbios
sistémicos como, por exemplo, mal estar geral e, eventualmente, febre
(VALENTINI et al, 1999). Na reacédo do tipo Il (eritema nodoso hansénico)
ocorre 0 aparecimento de nodulos dérmicos ou subcutaneos eritematosos,
guentes, moéveis, por vezes dolorosos; lesbes eritematosas com formacao de
vesiculas, bolhas, evoluindo muitas vezes para ulceragbes; sintomas
sistémicos tais como: febre, perda de peso, etc; espessamento, dor e
sensibilidade de nervos (VALENTINI et al, 1999). Comum a ambos os tipos de
reacdo sao dor e descamacao nas laterais da infeccdo e estas reacdes sao
caracterizadas pelo aumento da atividade inflamatdéria nos nervos e lesdo da
pele que sdo reguladas pela sintese de citocinas e TNF-a (VALENTINI et al,
1999).

As prostaglandinas do tipo E, (PGEz) também possuem um papel
importante no resultado destas manifestacdes inflamatérias. A PGE, é um
poderoso vasodilatador e atua de modo sinérgico com outros vasodilatadores
inflamatdrios, como a histamina e a bradicinina. E esta ac&o dilatadora
combinada sobre as arteriolas pré-capilares que contribui para o eritema e o
aumento do fluxo do sangue nas areas de inflamacdo aguda. Estas estruturas
em si, ndo produzem dor, mas potencializam o efeito da bradicinina ao

sensibilizar as fibras nervosas C aferentes (VALENTINI et al, 1999).

Como ja foi citado acima, o quadro de evolucédo da hanseniase, tratada ou
ndo, pode acarretar certas reacdes imunoldgicas, que algumas vezes
produzem febre e inflamacdo da pele. Na tentativa de aliviar as manifestacées
cutdneas produzidas pela doenca de Hansen, o 6leo de C. brasilliensis foi
bastante utilizado topicamente. Com isso, surgiu o interesse por parte de
alguns pesquisadores na analise do 6leo bem como de seus derivados
oriundos da reacdo de auto-oxidacdo. A presenca de produtos oxidados
poderia estar relacionada com a atividade observada. (ABDEL-MOETY, 1981).

Sabendo-se que analogos dos precursores naturais de acidos graxos
podem servir como inibidores competitivos da formacédo de prostaglandinas e
produtos de lipoxigenases, que a maioria dos AINEs sdo acidos organicos de

classes variadas e, que os acidos de C. brasiliensis sdo estruturalmente
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relacionados as prostaglandinas, estes acidos podem ser avaliados para uma

possivel acdo antiinflamatoria.
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2. Objetivos

O uso do 6leo de chaulmugra no tratamento da hanseniase e a
semelhanca estrutural dos seus constituintes com as prostaglandinas,
despertaram o interesse fitoquimico para a investigacdo da sua composicdo
guimica e da sua atividade farmacoldgica. Por ter sido utilizado topicamente no
tratamento da hanseniase, a atividade deste Oleo diante das reacdes
hansénicas poderia também estar relacionada com a presenca dos produtos da

auto-oxidacao dos seus constituintes.

Diante destas informacdes, esta pesquisa se propds a relatar os estudos

relativos a:

e Determinacdo da composicdo quimica da fracdo éacida do Oleo da

semente da espécie de chaulmugra brasileira C. brasiliensis

e Investigacdo da atividade antiinflamatéria e antinociceptiva da fracéo

acida do oleo
e Criacdo de colecdes de moléculas estruturalmente relacionadas a partir
da oxidacao dos acidos graxos presentes no Oleo para serem testadas

quanto a atividade antiinflamatoria

e |Investigacdo da estabilidade do Oleo e dos seus produtos de

degradacéo.
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3. Parte Experimental

3.1. Materiais e Métodos

3.1.1. Equipamentos utilizados:

Balanca analitica: Fabricante: Ohaus - Explorer /Namero de Série:
E1381119191032 /Modelo: E12140

Evaporador rotatério e bombas de médio Véacuo:

Para evaporacdo dos solventes a pressdo reduzida (trompa d'agua)
utilizou-se evaporadores rotatérios modelos MA120 (n® 0301215). Como fonte
de aquecimento foi utilizado banho térmico com temperatura controlada. A
remocao de residuos de solventes foram feitas utilizando um sistema de médio

vacuo (bomba de 6leo) a uma pressao de 1 torr.

3.1.2. Métodos Espectroscépicos

Espectrofotdmetro de infravermelho

Foi utilizado espectrofotometro Nicolet Magna IR 760, com pastilhas
comprimidas em brometo de potassio anidro e/ou filmes em células de brometo
de potéssio. Os valores para as absorcdes foram referidos em numero de
ondas (cm %) e os espectros foram calibrados com filmes de poliestireno de
0,05 mm de espessura nas frequiéncias de absor¢des: 3030, 2925; 1601; 1493;
757 e 698 cm L.
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Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H e 13C

Nas andlises por RMN de *H (300 MHz) e de **C (75 MHz) foi empregado
um aparelho Briker modelo AC-300. As amostras foram dissolvidas em
cloroférmio deuterado, com tetrametilsilano (TMS) como referencial interno. Os
valores dos deslocamentos quimicos foram referidos em unidades

adimensionais (), representado como parte por milhdo da freqiéncia aplicada.

3.1.3. Métodos Cromatograficos

Cromatografo a gas de alta resolucédo acoplado a espectrobmetro de
massas

Foi utilizado o aparelho Hewlett-Packard 6890 Series GC System
acoplado a um espectrometro de Massas do tipo Hewlett-Packard 5973 Mass
Selective Detector, controlados por computador através do software Standard
Chem Station G1701AA versao 3 (1996). Coluna DB5MS com 40 m x 0,25 mm

x 0,25 pum de espessura de filme.

Condic6es Cromatograficas:

Método CB-1: Temperatura do injetor: 270 °C sem divisdo de fluxo, gas de
arraste: He (velocidade linear 50 mL/min). Programacao do forno: temperatura
inicial de 45 °C (1 minuto), seguida da primeira rampa de aquecimento de 30°C/
minuto até 130 °C (3 minutos) e uma segunda rampa de 10°C/ minuto até 300
°C (5 minutos). Volume injetado 1 pL.

Método CB-2: Temperatura do injetor: 270 °C sem divisdo de fluxo, gas de
arraste: He (velocidade linear 50 mL/min). Programacé&o do forno: temperatura
inicial de 45 °C (1 minuto), seguida da primeira rampa de aquecimento de 30°C/
minuto até 130 °C (3 minutos) e uma segunda rampa de 12°C/ minuto até 300

°C (5 minutos). Volume injetado 1 pL.
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Método CB-3: Temperatura do injetor: 270 °C sem divisdo de fluxo, gas de
arraste: He (velocidade linear 50 mL/min). Programacao do forno: temperatura
inicial de 60 °C (1 minuto), seguida da primeira rampa de aguecimento de 30°C/
minuto até 130 °C (3 minutos) e uma segunda rampa de 12°C/ minuto até 300

°C (5 minutos). Volume injetado 1 pL.

Os espectros de massas foram obtidos por impacto de elétrons a 70 eV.
Os fragmentos dos espectros de massas foram descritos como relacdo unidade
de massa atbmica (uma) e a carga dos mesmos (m/z). Dados do
espectrometro de massas: Temperatura da fonte de ions: 250°C, temperatura
da linha de transferéncia 300 °C, aquisicdo dos dados: varredura linear

(“scan”), analizador de massas: quadrupolo.

Cromatografo a gas de alta resolucdo acoplado ao detector de

ionizagdo de chama

Foi utilizado o cromatégrafo a gas Hewlett-Packard 6890 acoplado ao
integrador Hewlett-Packard 3396A, com injetor tipo "split/splitless” (290 °C) sem
divisdo de fluxo, coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura
do filme) e detector por ionizacdo de chama (290 °C). As vazbes dos gases
foram de 2 mL/min para o Hélio como gas de arraste, e de 450, 40 e 50 mL/min
para ar, hidrogénio e nitrogénio, respectivamente, no detector. Temperatura
inicial de 60 °C, seguida de taxa de aquecimento de 18 °C/min até 310 °C.
Volume de injecao de 2,0 pL.

3.1.4. Solventes e Reagentes

Solventes:

Diclorometano P.A., cloroférmio P.A., hexano P.A., acetato de etila P.A. e
metanol P.A. foram fornecidos pela Vetec e Tedia (Brasil).
Isopropanol P.A. (Tedia), etanol 96% (Vetec) e éter etilico P.A. (Tedia)

foram utilizados como recebidos.
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O tetraidrofurano foi previamente destilado.

Agua destilada.

Reagentes:

Acido m-cloroperbenzoico (AMCPB)- Marca e lote néo identificados.

Hidréxido de sédio (NaOH) P.A., Merck, Lote: 702038 (art. 6498).

Hidroxido de potassio (KOH): lentilhas P.A., VETEC, Lote:991445.

Sulfato de magnésio anidro (MgSO.), VETEC, Lote: 031341.

Trifluoreto de boro (BF3)- Marca e lote ndo identificados.

Boroidreto de sodio (NaBH,), VETEC, Lote:7492

Peroxido de hidrogénio (H.02) 30 % v/v, Merck, Lote: K25382087/828.

Sal de diazald (N-metil-N-nitroso tolueno — p-sulfonamida)- Marca e lote
nao identificados.

lodo (I2) P.A. : Quimibras Industries Lote: 10112.

Solu¢do de Tiossulfato de sddio (Na2S:03) 50%: Control Tec. Lote:
971S0721

Dissulfeto de dimetila ((CHz)2S2) 99%, Aldrich, Lote : 471569

Acido miristico 99 %- Merck , Lote VV 455478 .

Padroées:

Elaidato de metila (trans-9-Octadecenoato de metila) (figura 25)-  Merck
(Art. 9758). Lote: 946VV45158 (99%)

O

CHBQJ\/\/\/W\/W\GH

Figura 25 : Estrutura do elaidato de metila

3

Heptadecanoato de metila- Merck (Art. 9754). Lote: VV401954 (99%)
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3.2.Trabalho fitoquimico realizado com as sementes do fruto de
Carpotroche brasiliensis (Endl.)

3.2.1. Coleta do Material Botanico

O material vegetal utilizado neste trabalho foi coletado em julho de 2001
na Serra do Caparad em Minas Gerais, constando de frutos secos de
Carpotroche brasiliensis (Endl.). Exsicatas desta espécie foram depositadas no
Herbario do Museu Nacional da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob
referéncia R-203170.

3.2.2. Extracao dos acidos graxos de C. brasiliensis

As sementes secas (30,3g) foram maceradas com o uso de um gral. Apés
a maceracao foi realizada uma extragdo com 260 mL de uma mistura de
solventes diclorometano/ isopropanol 2/1(v/v). O extrato marrom escuro
resultante foi filtrado em papel de filtro (tipo Whatman qualitativo) e a seguir
concentrado em evaporador rotatério. O residuo macerado foi extraido com
mistura de cloroférmio/metanol 2/1, até o esgotamento total das sementes (3
volumes de 150 mL). Este segundo extrato foi concentrado em evaporador
rotatério, reunido ao primeiro e em seguida, o solvente foi totalmente eliminado
em alto vacuo, obtendo-se ao final, um 6leo denso marrom escuro (12,09).

O o6leo marrom foi saponificado sob refluxo por 6 horas com solucéao
etandlica de KOH (100 mL, 10%p/v). Apds resfriamento, o solvente foi
evaporado e a mistura reacional foi diluida com agua (150 mL) e extraida com
hexano P.A. (3 volumes de 75 mL), para a remog¢do da matéria nao
saponificavel. A seguir, a fase aquosa foi acidificada a pH 1-2 com solucéo
aguosa de HCI 10%(v/v) e extraida com éter etilico (5 volumes de 75 mL). A
fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro (MgSO,). A partir da
filtracdo e evaporacéo do solvente obteve-se a fracdo correspondente a mistura

bruta dos acidos graxos (9,0 g), de acordo com o esquema 2.
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Sementes secas (30,3 g)

1) macer acao e extracao com
isopropanol/diclorometano(2: 1)(v/v)(260mL)

2) filtracéo simples

3) extragao clor of r mio/ metanol (2: 1)(v/v)3x 150mL
4) filtracdo simples

5) evapor acéo das fragdes or ganicas reunidas

Extrato bruto Oleoso e Marrom (12,09)

1) KOH/Etanol (10% p/v) —refluxo 6h

2) concentracdo em evaporador rotatério
3) diluicdo (150mL de &gua)

4) extracdo com hexano (3x75mL)

Fase aquosa Material insaponificavel

1) Neutralizacéo (HCI 10%v/v) pH 1-2

2) éer etilico (5x75mL) Caracterizagao (1V, RMN)

Mistura dos acidos graxos(9,09) —>Testes farmacol 6gicos

Derivatizacao

(solugdo de diazometano em éter etilico) Obtencdo dederivados

Mistura de ésteres
metilicos

Quantificacao

Esquema 2: Extracdo da fracédo acida de C. brasiliensis



3.2.3. Caracterizacdo da mistura de acidos graxos e dos ésteres
metilicos por espectrometria de infravermelho, ressonéancia

magnética de 'H e *C e de massas

A mistura bruta de &cidos graxos foi caracterizada por espectrometria de
infravermelho, espectrometria de ressonancia magnética de hidrogénio (RMN
'H) e carbono (RMN '°C). Os ésteres metilicos derivados desta mistura
também foram caracterizados pelas mesmas técnicas, além da técnica de
cromatografia gasosa de alta resolugcéo acoplada a espectrometria de massas,
segundo o0 método CB-2 descrito no item 3.1.3. Os ésteres metilicos foram
guantificados por cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada ao detector
de ionizacdo de chama (procedimento descrito no item 3.1.3.)

3.3. Determinacao da posicao da ligacdo dupla do acido gorlico
por espectrometria de massas atraves de adutos de dissulfeto
de dimetila

Na determinacao da insaturagao presente na cadeia lateral ligada ao anel
ciclopenténico da estrutura quimica do acido gorlico, um dos constituintes
presentes na fracdo acida de C. brasiliensis, foi empregado o dimetil dissulfeto
(DMDS). Este composto tem sido utilizado para a derivatizacdo de alquenos
permitindo a determinacédo da posicado das ligacbes duplas por espectrometria
de massas (BUSER et al, 1983). O espectro de massas gerado por impacto de
elétrons dos derivados metiltiolados apresenta fragmentos caracteristicos de
facil identificagcdo, além do pico do ion molecular (M™).
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SCH

3 Hs
5 coocHs —PMDS -, COOCH,
ta/20h 5
cH (92)

I
1) : o
©/R DMDS HiCS i R
ta/20h
2 (95)

(93) Hidnocarpato demetila: R =—(CH210 COOCH
(94)Cheumugrato e metila R= —(CH,); , COOCH,

Figura 26: Reacdo de obtencao dos derivados metiltiolados a partir da
mistura de acidos graxos do 6leo da semente do fruto de C. brasiliensis

Procedimento:

Uma aliquota da fracéo acida (6 mg) foi derivatizada em hexano P.A. (0,4
mL) através da adicdo de dissulfeto de dimetila (0,35 mL) e uma solucdo de
iodo (0,015¢g de lodo em 0,3 mL de éter etilico). A reacéo foi realizada em um
frasco de 5 mL vedado com tampa de teflon. A reagdo foi mantida sob
agitacdo, durante 20 h, a temperatura ambiente. O produto da reac¢éao foi diluido
em 0,5 mL de hexano e o iodo foi removido do meio pela adicdo de 1 mL de
uma solucdo aquosa de Na>S>03 50% (p/v). A fase organica foi separada e
concentrada até 0,5 mL (aproximadamente). Uma aliquota de 2 pL da fase
organica foi imediatamente analisada por CG-EM. As condi¢des

cromatograficas do método utilizado, CB-01, estdo presentes no item 3.1.3.

3.4. Quantificacdo dos acidos graxos de C. brasiliensis por
Cromatografia gasosa de alta resolucao (CGAR)

A mistura de acidos graxos extraida da semente de C. brasiliensis foi
inicialmente derivatizada com uma solu¢cdo diazometano em éter etilico antes
da injecao no sistema cromatogréfico.
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3.4.1. Derivatizacdo das amostras com Diazometano em éter

etilico

No preparo de diazometano, foi seguido o procedimento descrito na
literatura por Vogel (VOGEL et al, 1996). A aparelhagem utilizada, fabricada
pela Aldrich é propria para o preparo de diazometano (Diazomethane
Generator n® 210.025-0/ Aldrich Diazald Kit). Primeiramente, foram adicionados
30 mL de etanol (96%) em 8mL de uma solu¢cdo aquosa contendo 5g de KOH.
Esta solucéo foi transferida para um baldo de 200mL equipado com funil de
adicdo e condensador. A solucdo foi entdo aquecida em banho de agua a 60-
65°C. No funil de adig&o foi introduzida uma solucéo de 43g (0,2 mol) de sal de
diazald (N-metil-N-nitroso tolueno — p-sulfonamida) em 250 mL de éter etilico.
Esta solucéo foi gotejada no periodo de 30 minutos. A taxa de gotejamento da
solucéo foi ajustada para a mesma taxa da destilacdo. O produto foi coletado
em um baldo de 500 mL. Utilizou-se também um tubo de ensaio com éter
etilico ligado a unha. Este tubo funciona como “trap” para coletar todos os
vapores gue ndo condensaram e escaparam do baldo de coleta. O baldo de
coleta e o tubo permaneceram em um banho de gelo.

Quando o funil se esvaziou, adicionou-se éter etilico (30 mL) lentamente
até que o destilado estivesse incolor.

As amostras contendo acidos carboxilicos foram dissolvidas em éter
etilico. A solugdo de diazometano foi adicionada as amostras até que ndo mais
fosse observada a evolucdo de N, quando, entdo, a adicdo de pequena
guantidade era adicionada, com excesso, para certificar a auséncia de &cidos

em solucéo.

3.4.2. Preparo das solucbes padrao utilizadas na construcéo da

curva de calibracéo

Quanto aos aspectos praticos, o preparo das solucdes padrdo pode ser

realizado de diversas maneiras. Em uma delas, prepara-se uma solugdo mais
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concentrada, a partir da pesagem do padréo, denominada solucdo estoque. As
solugdes preparadas por diluicdo da solucdo estoque sdo chamadas solucdes
de trabalho.

Primeiramente foi preparada a solucdo estoque do padrdao elaidato de
metila. Para isso pesou-se 10,0 mg do padrdo em um baldo volumétrico de 10
mL, que foi avolumado com diclorometano P.A. Esta solug&o estoque (1mg/mL)
foi utilizada para o preparo das solucbes de trabalho para a construcdo da
curva analitica. O elaidato de metila foi utilizado para a construcdo da curva,
pois ndo havia nenhum éster derivado de acido ciclopenténico graxo puro para
ser utilizado como padréao.

O mesmo procedimento foi realizado para o preparo da solugéo estoque
de heptadecanoato de metila (utilizado como padrdo interno). A solucéo
estoque de miristato de metila (surrogate) foi preparada pesando-se 6,0 mg em

baldo de 5 mL apos derivatizacdo do acido miristico com diazometano.

3.4.3. Linearidade do sistema analitico

A linearidade do sistema analitico foi avaliada injetando-se solug¢des de
elaidato de metila nas concentragbes de 1, 25, 50, 100, 250 pg/mL, em
triplicata, no cromatografo a gas acoplado ao detector de ionizacdo de chama.

Em cada ponto da curva de calibracdo, foi adicionado padréo interno
(heptadecanoato de metila), de modo que a concentracao final fosse de 50
pg/mL.

Para a construcao da curva adotou-se a razdo entre as areas do analito e
do padrdo interno como variavel dependente (eixo y) e a razdo entre as
concentracbes do analito (elaidato de metila) e o padrdo interno
(heptadecanoato de metila) como varidvel independente (eixo Xx).

A andlise da linearidade da curva foi realizada utilizando-se o método dos
minimos quadrados. O aplicativo excell foi utilizado na elaboracéo e avaliacéo

dos resultados.
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3.4.4. Preparo das amostras de ésteres metilicos de C.

brasiliensis

Aliquotas da mistura de acidos graxos da fracdo acida de C. brasiliensis
foram esterificadas com diazometano e pesadas em baldo volumétrico apos a
evaporacao do solvente de modo a ajustar as concentracbes das principais
substancias dentro da faixa de linearidade da curva analitica. Para isso, a
solugdo estoque da mistura de ésteres metilicos derivados da mistura de
acidos de C. brasiliensis foi preparada pesando-se 10 mg desta mistura de
ésteres metilicos em baldo volumétrico (10 mL) e avolumando-se com
diclorometano P.A. A partir da solucdo estoque (1 mg/ mL) preparou-se
solucBes mais diluidas nas concentracdes de 300, 350 e 400 pg/mL ( amostras
1, 2 e 3, respectivamente). Em cada uma destas amostras foi adicionado
padrao interno (heptadecanoato de metila) e meristato de metila a partir das
suas solucdes estoque (preparadas conforme descrito no item 3.4.6), de modo
gue a concentracdo final fosse de 50 pg/mL e 60 pg/mL, respectivamente.
Cada uma das solu¢gbes foram injetadas trés vezes no cromatografo a gas
acoplado ao detector de ionizacdo de chama. As condi¢cdes cromatograficas

estao descritas no item 3.1.3.

3.45. Estudo da estabilidade quimica dos acidos
ciclopenténicos em extratos frescos e envelhecidos das

misturas de acidos graxos de C. brasiliensis

A fracdo &cida utilizada nos testes farmacolégicos foi mantida sobre
refrigeracdo durante todo o trabalho, no periodo de 3 anos. A fim de avaliar a
estabilidade dos constituintes desta fracdo, comparou-se a sua composi¢cao
com trés amostras de mistura de acidos de C. brasiliensis, amostras 4, 5e 6. A
amostra 4 é constituida da fracdo acida extraida de sementes secas de frutos
de C. brasiliensis recentemente coletados (Outubro de 2005). A amostra 5 &
constituida da mistura de acidos graxos que foi mantida durante 2 anos sobre a

bancada em frasco de vidro fechado a temperatura ambiente. A amostra 6 é
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constituida da mistura de acidos graxos que foi mantida durante 3 anos sobre a
bancada, em um frasco de vidro aberto, sob a acdo da luz e temperatura

ambiente.

Na determinacdo da composicdo dos acidos ciclopenténicos majoritarios
presente nestas solugdes, foi realizado o mesmo procedimento descrito no item
3.4.4. As solucbes foram preparadas pesando-se 5 mg da fracdo acida
esterificada com diazometano em um baldo volumétrico de 5 mL. A partir
destas solugdes estoque, foram preparadas solu¢gdes das amostras 4, 5 e 6 na
concentractes de 250 pg/mL. Em seguida as amostras foram injetadas no CG-
DIC segundo o método descrito no item 3.1.3.

As amostras 5 e 6 compostas pela mistura de acidos que ficou sobre a
bancada foram caracterizadas por espectrometria de massas, 1V, RMN He
130'

3.5. Construcdo de uma colecédo (biblioteca) de moléculas a
partir da mistura de acidos graxos extraidos do Oleo da
semente de C. brasiliensis

Na busca de estruturas bioativas, foi realizada a sintese de derivados
oxidados a partir da mistura de &cidos graxos de C. brasiliensis, dando origem

a uma colecdo de moléculas estruturalmente relacionadas.

3.5.1. Epoxidacdo dos ésteres metilicos derivados da fracéo

acida de C. brasiliensis

A mistura de ésteres metilicos utilizada como reagente na reacdo de
epoxidacéao foi obtida a partir da esterificacdo da fracdo acida de C. brasiliensis.
A reacdo de esterificacdo foi realizada de acordo com o procedimento
experimental descrito na literatura (SOARES, 1988).
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3.5.1.1. Esterificacdo dos acidos graxos de C. brasiliensis

Uma aliquota da mistura bruta dos acidos graxos (1,0 g; 3,8 mmol,
MMmedio =264,5) foi refluxada durante 4 horas em metanol (50 mL), na
presenca de &acido sulfurico concentrado (0,5 mL) como catalisador. Apdés
resfriamento, a mistura reacional foi concentrada e posteriormente diluida com
hexano P.A. (3 x 50 mL), extraida com agua (3x 50 mL), solu¢cdo aquosa
saturada NaHCOs (2x 50 mL), solucdo aquosa saturada de NaCl (50mL) e
tratada com MgSO4 anidro. Filtragdo simples e evaporacdo do solvente,
forneceu a mistura dos ésteres metilicos como 6leo marrom. A cromatografia
em coluna desta mistura, utilizando gel de silica como fase estacionaria e um
gradiente de polaridade crescente de n-hexano e acetato de etila como eluente,
forneceu a mistura de ésteres metilicos (0.8 mg; 80%), como um 6leo
amarelado. A eluicdo dos ésteres da coluna foi acompanhada por
cromatografia em camada fina, o que permitiu a reunido das fracées (Rf=0,76 -
hexano/acetato de etila (70:30 v/v).

3.5.1.2. Epoxidacéo da mistura de ésteres metilicos:

a R iy,
@n ‘ AMCPB I “\\“R \\\\\\R
> +

CHCl 4/ 5°C
(99)

O
IIIIIIIO

(100)

(96) Hidnocarpato de metilac R =—(CH,);g COOCHg
(97) Chaumugrato de metila R= —(CH,)1, COOCH3
(98) Gorlato de metila: R =(CHy)s CHCH(CH,);COOCH3

AMCPB: Acido m-cloroperbenzdico

Figura 27: Epoxidagdo da mistura de ésteres metilicos ciclopenténicos
derivados da mistura de acidos do 6leo da semente de C. brasiliensis
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A reacdo de epoxidacao foi realizada conforme o procedimento descrito
na literatura (LOPES, 1982 ; SRINIVASAN, 2002).

A uma solucdo da mistura resfriada (5 °C) de ésteres metilicos (780 mg;
2,80 mmoL, PM¢4i0 = 276,5 ) derivados da fracdo acida de C. brasiliensis em
cloroférmio (40 mL), adicionou-se acido m-cloroperbenzdéico (AMCPB) (700 mg;
4,12 mmolL) lentamente e a solugéo resultante foi agitada durante 2 horas.
ApoOs a dissolucao da mistura reacional em cloroférmio (25 mL), extracdo com
solucdo aquosa de NaOH 5% (p/v) (3X 50 mL), secagem com MgSO, anidro,
filtracdo e evaporacdo do solvente, foi obtido um 6leo levemente amarelado. A
cromatografia em coluna, utilizando gel de silica como fase estacionaria e um
gradiente de polaridade crescente de hexano e acetato de etila como eluente,
forneceu a mistura de epodxidos (650 mg, 79%) como um O6leo incolor

(hexano/acetato 7/3). Rf=0,75.
Os produtos da reacdo de epoxidacdo foram caracterizados por

espectrometria no infravermelho, espectrometria de ressonancia magnética

nuclear de hidrogénio e Carbono e espectrometria de massas.

3.5.2. Obtencéo de alcoois a partir da fracdo acida do 6leo da

semente de C. brasiliensis

O procedimento utilizado na sintese de alcoois a partir de olefinas via
hidroboracdo estd bem descrito na literatura (GARG & BROWN, 1986).
Primeiramente, o organoborano é formado a partir da reacdo da olefina com
borano (BH3) e em seguida sofre oxidacdo com a adicdo de perdxido no meio

reacional.

3.5.2.1. Preparo da solucéo de diborana 1,0 M (BH; em THF)

4 BFs3 .Et20 + 3NaBH4 — 4BH3 + 3NaBF4

A solugdo de NaBH, (7,12g, 0.19 mmols) em 250 mL de THF seco foi

adicionado 31,7 mL de BFs em éter etilco. O meio reacional foi mantido sob
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agitacdo a temperatura ambiente e sob atmosfera de argdnio. Apés 4 horas, a

agitacao foi interrompida e a solucao foi armazenada sob refrigeracao.

3.5.2.2. Secagem do Tetraidrofurano (THF)

O solvente THF foi tratado com sodio metalico em uma aparelhagem
propria para destilagdo. Primeiramente, o solvente foi mantido sob refluxo
durante 7 horas, adicionou-se, em seguida, benzofenona. Quando ocorre a
coloragdo azul da benzofenona, o solvente é destilado e coletado com uma
seringa, previamente seca, e transferido diretamente para o baldo da reacao

gue se encontrava seco sob atmosfera de argonio.

3.5.2.3. Obtencédo da mistura de alcoois a partir da fracdo acida

de C. brasiliensis

OH

2) H,0,, OH +

(104) (105)
(101)Acido Hidnocarpico: R =—(CHy)190 COOH
(102)Acido Chaumugrico: R= —(CH,);, COOH
(103)Acido Gorlico: R =—(CHz)s CHCH(CH,)4COOH

Figura 28: Hidroboragdo da mistura de &cidos ciclopenténicos de C.
brasiliensis

A solucdo da mistura de &cidos graxos de C. brasiliensis (400 mg, 1,52
mmols) em THF seco (7,0 mL) foi adicionada lentamente, durante 5 minutos,
10 mL da solu¢cdo de diborano 1,0 M. O meio reacional foi mantido sob
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agitacdo em banho de gelo. Apés 1 hora, adicionou-se 10 mL de uma solucao
de NaOH (3N) e 3 mL de uma solu¢cdo H>0. 30% (v/v). Apés a adigdo do
agente oxidante, a solucdo foi mantida sob aquecimento a 60 °C durante 1
hora.

Apos este periodo, a mistura reacional foi concentrada e diluida com agua
(50 mL). A seguir, a fase aquosa foi acidificada a pH 1-2 com solu¢cado aquosa
de HCI 10%(v/v) e extraida com éter etilico (4 volumes de 75 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de magnésio anidro (MgSO,). A partir da filtracao
e evaporacao do solvente obteve-se a fracdo correspondente a mistura bruta
dos derivados oxidados (402 mg) como um Oleo amarelado. O produto foi
metilado com diazometano e injetado no CG-EM. A converséao foi de 100%.

Os produtos da reacdo de hidroboracdo foram caracterizados por
espectrometria no infravermelho, espectrometria de ressonancia magnética de

hidrogénio e Carbono e espectrometria de massas.



3.6. Atividade farmacolégica da mistura de acidos graxos de C.
brasiliensis

3.6.1. Atividade antiinflamatoria

3.6.1.1. Atividade antiinflamatdria da mistura de acidos graxos
da semente dos frutos de C. brasiliensis através do teste do

edema de pata de rato induzido por carragenina

A atividade antiinflamatéria do 6leo de C. brasiliensis foi determinada, in
vivo, utilizando-se o teste do edema de pata de rato induzido por carragenina
(RIBEIRO et al, 1998; LIMA et al, 2005).

METODOLOGIA

O edema é induzido no animal pela administracdo subplantar de
carragenina 1% em solugdo salina. Na pata traseira direita do animal
administra-se a carragenina e na pata contralateral, administra-se solucéo
salina estéril (0,9% NaCl). Apdés a administracdo subplantar, a cada hora,
durante quatro horas, avalia-se 0 volume de cada pata.

O aparelho utilizado é um pletismdbmetro acoplado a uma bomba
peristaltica. O pletismometro € composto por duas cubas de vidro, o que
possibilita a realizagdo de pelo menos dois experimentos concomitantes. Cada
cuba é preenchida com uma solucdo aquosa de tensoativo (2%). O fluxo do
aparelho é calibrado com o uso de uma proveta: conta-se o tempo que leva
para a proveta ser preenchida até um determinado volume e entdo, avalia-se o
volume de solucdo deslocada a cada segundo. Cada leitura é feita trés vezes
e, a média é o valor tomado como padrdo. Durante o experimento, cada uma
das patas do animal é colocada na cuba, deslocando um volume de solucéo.
Calcula-se os volumes das patas (uL) através da medida do tempo necessario
para repor o volume deslocado, multiplicado pelo fator de calibracdo do fluxo
de preenchimento da cuba (pL/s). Considera-se a média de trés leituras
consecutivas. O edema é calculado subtraindo-se da média do volume

deslocado pela pata direita (pata com carragenina), da média do volume
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deslocado pela pata esquerda (pata com salina) do animal. A atividade
antiinflamatoria foi avaliada em % de inibicdo do edema comparado com o
grupo controle.

A fracdo acida do 6leo da semente de C. brasiliensis foi administrada
oralmente em ratos Wistar (120-200g) nas doses de 10, 50, 100, 200 e 500
mg/kg (0,1 mL/20g) como uma suspensdo em etanol/Tween 80/agua (2:2:20
viviv), uma hora antes da injecao subplantar de carragenina.

Ao término dos experimentos de edema de pata de rato, os efeitos
ulcerogénicos foram também investigados (CHAN, 1995). Os animais foram
sacrificados e seus estbmagos foram abertos ao longo da maior curvatura, para
a visualizacdo das lesGes (gastricas, para tanto, utlizou-se um

estereomicroscopio.

Figura 29: Imagem do
edema de pata de rato

(A) Pata ap6s ainjecao de
carragenina 1% em
solucéao salina

(B) Pata ap6s ainjecédo da
solucdo de salina estéril
(0,9% NacCl)
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leitura
Adm.Ord E subpl.
¥

t=0h t=1h t=2h t=3h t=4h t=5h
Figura 30: Procedimento do teste de inflamacgéo induzida por carragenina

3.6.1.2. Atividade Antiinflamatéria dos derivados oxidados da

mistura de acidos graxos do 6leo de C. brasiliensis

A atividade antiinflamatéria dos derivados da fracdo acida do 6leo de C.
brasiliensis também foi determinada, in vivo, utilizando-se o teste do edema de
pata de rato induzido por carragenina (RIBEIRO et al, 1998), conforme descrito
no iten 3.6.1.

A mistura dos derivados epo6xidos e alcoois foram administrado oralmente
em ratos Wistar (120-200g) na dose de 200 mg/kg (0,1 mL/20g) como uma
suspensao em tween/etanol/agua (1:1:10 v/iv/v).

O edema foi avaliado pela determinacdo dos volumes obtidos na 32 hora

apos a injecdo subplantar de carragenina (1%).
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3.6.2. Atividade analgésica

3.6.2.1. Contorcédo abdominal induzida por acido acético.

A atividade antinociceptiva foi determinada in vivo em camundongos
utilizando o teste de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético 0.6 %
(0,2mL/10g, intraperitonial) (RIBEIRO et al, 1998; LIMA et al, 2005). A fragéo
acida foi administrada oralmente (100- 200mg/kg; 0.1 mL /20g) como uma
suspensdo em etanol/ Tween 80/ agua (2:2:20, v/v/lv) uma hora antes da
injecdo intraperitonial de acido acético. O acido acético induz dor no animal.
Dez minutos ap0s a injecdo intraperitonial, 0 numero de contor¢des do animal
foi registrado durante 20 minutos. O grupo de controle recebeu um volume
equivalente do veiculo (etanol/ Tween 80/ agua na proporc¢ao de 2:2:20, viviv) e
0 grupo de controle positivo recebeu indometacina 10 mg/kg. A atividade
antinociceptiva foi apresentada como percentagem de inibicdo de contracdes
comparada com o grupo controle do veiculo. Cada grupo de animais continha

no minimo 8 camundongos albinos suicos pesando de 18 a 25 g.
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Adm. Ora g intrap.  Inicio contagem Término contagem

v / / v

| | | |
! I 10 min ! 20 min '

t=0h t=1h t=1:10 h 1h:30h

Figura 31: Procedimento do teste da contor¢cdo abdominal induzida por
acido acético

3.6.2.2. Teste da placa quente (“hot- plate”)

Grande parte dos mecanismos associados ao fendbmeno de dor e
hiperalgesia foi estabelecida com base em estudos de resposta nociceptiva em

modelos in vivo (HUNSKAAR, BERGE & HOLE, 1986).

O teste da placa quente descrito por Woolfe e MacDonald é um dos testes
mais usados para avaliar a nocicepcéo e analgesia em roedores (WOOLFE &
MACDONALD, 1944). Originalmente o teste media a resposta nociceptiva de
ratos quando colocados sobre uma placa cuja temperatura variava de 55 a 70
°C. Mais tarde, o teste foi modificado por Eddy e colaboradores, que usaram
uma temperatura constante de cerca de 55 °C (EDDY et al, 1950). A laténcia
para varias respostas comportamentais, incluindo salto, chute e agitacdo da
pata ou a lambida das patas traseiras e dianteiras, € usada como medida da
dor (algesia) em ratos e camundongos.

Em geral, sdo realizadas duas medidas controle em intervalo de 30
minutos. Através dessas medidas se estabeleceu o tempo de “cut-off” ( tempo
maximo de permanéncia do animal sob a placa), calculado como sendo de
aproximadamente 3 vezes o valor médio da 22 medida controle. A primeira
leitura controle tem o objetivo de adaptacdo dos animais ao ensaio. A segunda
leitura controle é utilizada para a exclusdo do ensaio 0s animais que possuem
periodo de laténcia superior a 10 s, sendo considerada como a resposta

controle do tempo zero.
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Foi utilizado um aparelho de placa-quente (modelo DS-37, Ugo Basile,
Varese, ltalia), mantido a temperatura de 56 + 1 °C. Foram utilizados
camundongos albinos suicos machos, pesando de 18 a 25g.

Os animais foram divididos em grupos: veiculo, morfina 300 mg/kg
(controle positivo) e mistura de acidos graxos de C. brasiliensis na dose de 100
mg/kg, administrados por via oral em seguida a segunda leitura controle (Figura
33).

As medidas do tempo de resposta sao registradas em intervalos de 30
minutos ap6s a administracdo durante 2 horas (tempos: 30, 60, 90 e 120
minutos) (Figura 33).

O tempo entre a colocacao do animal sobre a placa e o primeiro sinal da
lambida ou retirada da pata foi registrado como laténcia. As laténcias foram de
6 a 10 s. Foi estabelecido um cut-off (tempo méximo sobre a placa) de 30 s
para prevenir qualquer leséo na pata do animal.

Figura 32: Teste da placa quente (“hot plate”)
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HOT PLATE

Tempo Tempo
controle 1 controle 2 Adm. Oral

/ \/

t=0 t=30 t=60

t=90

t =120min

Figura 33: Procedimento do teste de “hot-plate”
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3.6.2.3. Teste da Formalina

O teste da formalina foi realizado para avaliar o efeito nociceptivo
assocido a uma inflamacao, isto €, uma hiperalgesia. Neste teste, o animal,
geralmente rato ou camundongo, é submetido a uma dor moderada e continua
provocada pela injuria do tecido ap0s a injecdo de formalina.

A formalina € uma solugédo aquosa contendo 37 % (p/p) de formaldeido. A
injecdo subcutanea de uma solucéo diluida de formalina € usada para estimular
a dor. Devido a este estimulo, o animal passa a ter um comportamento
facilmente identificado como lamber, morder e retrair a pata tratada com
formalina.

Uma importante caracteristica do teste da formalina, em roedores, € a
presenca de duas fases de comportamento nociceptivo, as quais estédo
envolvidas com diferentes estimulos. A primeira fase se inicia imediatamente
apos a injecao de formalina com duracao de 3 a 5 minutos. Nesta fase a dor &
observada pelo estimulo dos receptores da dor (nociceptores) e principalmente

das fibras nervosas primarias aferentes do tipo C.

Contagem do nimero de contorcdes

Adm. ord
/ Spr|
| | / | | | I
| | 1 | | |
N Y 12 Fase 2% Fase
-~
t=1h t=0 min t=5 min t=15min t=30 min

Figura 34: Procedimento do teste da formalina

A segunda fase se inicia de 15 a 20 minutos apés a injecao de formalina.
Resultados experimentais presentes na literatura indicam que a histamina,
serotonina, prostaglandina e bradicinina estdo envolvidas nesta fase.

O teste da dor induzida por formalina foi realizado de acordo como foi
descrito por Hunskaar e Hole (HUNSKAAR E HOLE, 1987, LIMA et al, 2005).
Os animais foram divididos em grupos: veiculo (etanol/Tween 80/4gua na
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proporcao de 2:2:20 v/v/v), indometacina 10 mg/kg (controle positivo) e fracéo
acida de C.brasiliensis 200 mg/kg; administrados por via oral. Cada grupo
continha no minimo 8 animais pesando de 18 a 25 g. Apés 1 hora da
administracdo, os camundongos receberam uma injecdo na area subplantar de
uma das patas traseiras com uma solucéo de formalina 2,5% (20 pL). O tempo
gue o animal passou lambendo ou mordendo a pata traseira apds a inje¢do de
formalina foi registrado. Dois periodos distintos de intensa lambida foram
identificados e marcados separadamente. O primeiro periodo foi marcado
durante 0-5 minutos (fase neurogénica) e o segundo periodo marcado de 15 a

30 minutos (fase inflamatoria).

3.6.3. Teste de Coordenacao Motora

Neste estudo, utilizou-se o teste de Rota-rod, que mede o grau de
disfuncdo motora do animal (POURGHOLAMI et al, 1999, LIMA et al, 2005).
Este teste permitiu avaliar o efeito sedativo e o relaxamento muscular da fracao
de acidos extraidos das sementes de C. brasiliensis quando administrada em
camundongos na dosagem de 200 mg/kg (v.0).

Neste teste foi utilizado o aparelho de Rota-rod (AVS, Brasil) constituido
de uma barra horizontal de 2,5 cm de didmetro dividido em cinco sessfes
iguais por seis discos com 25 cm de didmetro. Isso permite que cinco
camundongos sejam avaliados ao mesmo tempo. Os camundongos foram
treinados durante 3 dias para manter-se em equilibrio no eixo (roda), a uma
velocidade de 10 rpm, durante 2 minutos. Os camundongos que, ao final dos 3
dias, conseguiram permanecer no eixo durante o tempo estabelecido, foram
selecionados (n=9) e divididos em dois grupos: o grupo controle e o grupo
tratado com a droga. No dia do teste, os camundongos foram colocados no rota
rod durante 2 minutos antes da administracao da fragdo acida. Uma hora apos
a administracdo, os camundongos foram colocados no equipamento e o seu

temo de permanéncia foi registrado.
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. .. ln ' Figura 35: Equipamento utilizado no
1 teste de “rota-rod”

3.6.4. Teste de toxicidade

Para a avaliacdo da toxicidade aguda da fracdo acida de C. brasiliensis,
testou-se a mistura de acidos nas doses de 100 a 500 mg/kg, além do grupo
controle. Para cada grupo (n= 5) foram utilizados camundongos suicos,
machos, pesando entre 25-30 g. Os animais foram observados por um periodo
de 14 dias. A mortalidade e diferentes efeitos fisiolégicos e comportamentais

(salivacao, tremores, locomocéao, defecacao) foram avaliados.



4. Resultados e discussao

4.1. Identificacdo dos constituintes presentes na mistura de

acidos graxos da semente do 6leo de C. brasiliensis

4.1.1. Caracterizacdo dos constituintes da mistura de acidos
graxos por espectrometria de infravermelho e ressonancia

magnética de 'H e 3C

A saponificagdo do extrato bruto oleoso da semente resultou na fracao
constituida pela mistura de acidos graxos (esquema 2). O espectro de
infravermelho desta mistura (em anexo, pag.112) apresentou como sinais
principais, uma banda intensa e larga de vibracéo axial da ligacdo O-H entre
2600 até 3100 cm™ e outra banda de deformacgé&o angular desta ligagao fora do
plano em 914 cm, além do sinal intenso de deformacédo axial de C=0O de
acidos carboxilicos em 1713 cm™. Este deslocamento da banda da carbonila se
deve a formacéo de dimeros de acidos carboxilicos em solu¢des concentradas
devido as ligacdes de hidrogénio. As bandas de deformacdo axial de C-H da
porcéo alquila mais fracas (2929 e 2851 cm™) se superpdem a banda larga de
O-H. Destacam-se também as bandas de deformacé&o axial de =C-H em 3050
cm e as bandas referentes a vibracéo de deformacéo axial da ligacdo C=C em
1614 cm™.

O sinal em 718 cm ™ é atribuido & deformacdo angular assimétrica no
plano dos grupos metilenos, bastante caracteristico de compostos que
possuem uma cadeia linear de sete ou mais atomos de carbono, como 0s
acidos graxos em estudo. A banda em 1287 cm ! é associada, geralmente, a
deformacdo axial de C-O, e aparece usualmente no espectro de acidos graxos
de cadeia longa como um dublete, conforme pode se observado no espectro

em anexo (pag.112).
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Os dados dos espectros de RMN de 'H e ¥C desta mistura estio
presentes na tabela 4. Os espectros estdo em anexo (paginas 113 e 114,

respectivamente).

a Y 2 o .
R = —CH,—ItH,—CHy— (CHy)y — L, — b, — S o0k “Acido chaulmigrico (106)

a
—CHz—pCHz —-YCHZ —(CHy)s —?:Hz—ZCHz—-—(':OOH :Acido hidnocérpico (107)

L S S / 3 1 o
CH;—CH, —CH;—(CH,;—CH =ty —'(CHq)z—Cﬂz_%Hz—COOH *Acido gérlico (108)

Figura 36: Estrutura quimica dos acidos ciclopenténicos presentes no 6leo
das sementes de C. brasiliensis

Tabela 4: RMN H (300 MHz) e RMN 3C (75 MHz) em CDCIl; da mistura de
acidos graxos ciclopenténicos presente no O6leo das sementes de C.
brasiliensis.

Posicao do Carbono oc OH
1 180,38
2 34,25 2.32-2.37
3 24,85 1.61-1.66
4,5,6%7%8,9,10 29,24-29,81 2,35
6 (ac. gorlico) 129,15 5,35
7 (4c.gorlico) 130,72 5,35
Y 28,126
B 29,24
a 36,35
a 45,78 2,6
b 135,64 5,70
c 130,14 5,68
d 32,15 2,34
e 29,96 2.01-2,04

a: referente ao acidos chaulmugrico e hidnocérpico. Sinais de
Hidrogénio sem indicacdo de multiplicidade correspondem a
existéncia de superposicdo. As posicies dos &omos estdo
indicadas nafigura 35
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4.1.2. Caracterizagao dos constituintes presentes na mistura de
ésteres metilicos derivados da fragdo acida por espectrometria
de IV, RMN 'H e RMN *3C

O espectro de infravermelho da mistura dos ésteres metilicos derivados
da fracdo acida (em anexo, pag.115) apresentou como sinais principais, uma
banda intensa de deformac&o axial de C=0 de ésteres em 1743 cm™, bandas
de deformacéo axial de C-H da porcdo alquila em 2924 e 2853 cm™ e outra
banda de deformacéo axial de =C-H em 3050 cm™. A vibragdo de deformacéo
axial da ligagdo C=C produziu uma banda de absorgdo fraca em 1613 cm™ e as
bandas de vibracdes de deformacdo axial de C-O de ésteres estao presentes
em 1171 e 1197 cm™.

Os dados dos espectros de RMN de H e *C estdo na tabela 5 e em
anexo (paginas 116 e 117). Os resultados obtidos foram comparados com o0s

dados da literatura (ver tabela 6) dos constituintes puros isolados de uma
chaulmugra asiatica (BLAISE et al, 1997).

Tabela 5: RMN *H (300 MHz) e RMN **C (75 MHz) em CDCls; da mistura de
ésteres metilicos.

Posicdo do Carbono Oc OH
1 174.50 -
2 34,16 2.32-2.37
3 25,12 1.61
4,5,6°7°%8 29,32-29,94

6(ac. gorlico) 129,25 5,36

7 (4c.gorlico) 130,44 5,36
9
10
y 28,15
B 29,32
a 36,33 1,26/1,36
a 45,77 2,6
b 135,61 5,68
c 130,25 5,68
d 32,13 2,3
e 30,03 2,02/1,27

a: referente ao acidos chaulmugrico e hidnocarpico . Sinais de Hidrogénio sem
indicacao de multiplicidade correspondem a existéncia de superposi¢éo de sinais
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Tabela 6: Deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN 3C da mistura de
Hydnocarpus sp.

ésteres

metilicos

dos acidos

(Flacourtiaceae) (BLAISE et al, 1997).

ciclopenténicos

de

Literatura [1]

Acido Acido Acido
Posicao do Chaulmugrico Hidnocarpico |goérlico
Carbono [ o, S, Sy
1 174.4 174.4 174.35 -
2 34.1 34.1 33.99 2.3
3 24.93 24.93 24.55 1.61
4 29,12 29,12 29,58
5 29,43 29,43 26,78
6 29,56 29,56 129,01
I 29,62 29,62 130,44
8 29,62 29,62 27,2
9 29,84 - 29,18
10 29,76 - 29,69
y 27,97 27,97 27,94
B 29,23 29,23 29,23
a 36,15 36,15 36,13 1,25/1,35
a 45,58 45,58 45,56 2,6
b 135,45 135,45 135,43 5,68
c 129,97 129,94 129,98 5,68
d 31,96 31,94 31,96 2,3
e 29,87 29,85 29,84 | 2,02/1,27

[1]BLAISE et al, 1997, Posicdo do carbono esta representada na figura 32.

Os carbonos em & 130 e & 135 no espectro de RMN *C indicam a

presenca da insaturacdo no anel, caracteristico de estruturas ciclopenténicas

(BLAISE et al, 1997).

A andlise dos espectros de RMN da mistura de ésteres metilicos da

semente de C. brasiliensis, acompanhada da comparacao destes valores com

os dados dos compostos ciclopenténicos puros isolados de uma chaulmugra,

publicados na literatura, indicou tratar-se das estruturas ciclopenténicas comum

no oleo das sementes das espécies de flacurtiaceas.
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4.1.3. Identificacdo dos constituintes da mistura de ésteres

metilicos do 6leo da semente de C. brasiliensis por CGAR-EM

A cromatografia gasosa de alta resolugcdo (CGAR) € uma das mais
importantes ferramentas para o trabalho fitoquimico que se dedica ao estudo
de substancias de baixa e média polaridade, volatilidade e peso molecular.
Esta técnica permite tanto a avaliacdo da pureza de substancias isoladas,
como a analise de substancias em misturas complexas.

O principio de CGAR esta baseado na distribuicdo dos componentes da
amostra entre uma fase estacionéria depositada sobre as superficies internas
de uma coluna capilar aberta, e uma fase mével, composta por um gas capaz
de transportar as moléculas a serem separadas através da coluna e, portanto
também denominado gas de arraste ou gas carreador (SKOOG et al, 1998). A
seletividade da coluna capilar de acordo com a fase estacionaria € uma
caracteristica importante para assegurar 0 sucesso da analise.

O processo cromatografico foi iniciado com a introducdo de uma solucao
da mistura de ésteres metilicos de C. brasiliensis na coluna através do injetor,
pelo qual o gas de arraste fluiu, carreando a amostra. O tempo de eluicdo de
cada componente desta amostra é diretamente proporcional a afinidade deste
pela fase estacionaria e esta indicado na tabela 7. Outro fator determinante no
tempo de eluicdo € o ponto de ebulicdo de cada componente. No caso de dois
componentes de uma mistura apresentar a mesma afinidade pela fase
estacionéaria, aquele que possui maior ponto de ebulicdo precisara de um
tempo de eluicdo maior. Na técnica de CGAR-EM, a saida da coluna €
conectada a um espectrémetro de massas. Esta técnica permite a obtencéo de
varias varreduras de massas em pontos diferentes de um pico cromatografico.

Na técnica de impacto de elétrons, a mais comumente utilizada na EM, as
moléculas na fase de vapor sdao bombardeadas por feixe de elétrons de alta
energia e o resultado é registrado sob a forma de um espectro de ions
separados com base na razao massa/carga (m/z).

Neste trabalho, a amostra foi derivatizada antes de ser injetada no
cromatégrafo, pois os acidos carboxilicos produzem cauda muito pronunciada

guando introduzida nas fases mais comuns (metil e fenil siloxano, por
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exemplo). Neste caso, procedeu-se a sua esterificacdo utilizando um reagente
simples, que nao deixa residuo e que dispensa extracdo posterior, como € o
caso do diazometano.

O cromatograma correspondente a mistura de ésteres metilicos derivados
da esterificacdo da mistura de acidos graxos do Oleo da semente de C.
brasiliensis com diazometano, obtido através das condi¢cdes cromatogréficas
especificadas no item 3.1.3, esta apresentado na figura 37. Na tabela 7 estéo
presentes os componentes identificados neste cromatograma juntamente com

0S seus principais ions.
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Figura 37: (a) Cromatograma de ions totais da mistura de ésteres metilicos
da fracdo éacida do 6leo das sementes de C. brasiliensis obtida pela
esterificagdo com solucdo de diazometano (métodoCB-02 descrito no item
3.1.3). (b)(c) ampliagdo do cromatograma (a).
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Tabela 7: Lista de compostos identificados por CG-EM na fracdo acida do 6leo
das sementes de C. brasiliensis apds derivatizacdo com solucdo de
diazometano

t, - - Férmula A . %
(min) Esteres metilicos Molecular m/z (abundancia) (CG)
1 C13 O2 H22 0,04
10,18 4cido aleprilico 67 (100), 82 (22), 179 (4)210(5).
2 | 13,26 acido aléprico Ci5 O2 Has | 67 (100), 82 (15), 207 (9)238(5). 0,09
3 | 15,36 Acido palmitico C17 O2 Hza | 74(100), 87(77), 239(17)270(27) 4,09
4 | 15,72 Acido monoaico | Ci7 Oz Hzs | 67(100), 80 (27), 233(2), 264(1) 0,40
5 | 16,04 | Acido hidnocarpico | Ci7 O- Hso | 67 (100), 82 (25), 235 (7)266(5). 53,4
6 Ci17 O2 Hag | 67(7), 80 (100), 93 (30), 233(7), 0,39
16,09 Composto A 264(10)
7 17,33 Acido oléico C19 O2 Hze [55(100)74(73)83(60)264(70)296(11) | 2,29
8 17.61 Acido estearico C19 O2 Hzg | 74(100), 87(67), 255(32)267(11), | 0,36
298(29)
9 (17,99 Acido goérlico C19 O2Hz2 | 67 (100), 80 (48), 261(2)292(5). |17,86
10 C19 O2Hzo | 67(6), 80 (100), 93 (32), 259(6), 0,19
18.04 Composto B 290(10)
11 | 18,25 | Acido chaulmugrico | C1g O2 Has | 67 (100), 82 (48), 263 (6) 294(4). | 19,67
12 C19 O2H32 | 67(6), 80 (100), 93 (32), 261(8), 0,19
18.31 Composto C 292(11)
13 | 19,92 Acido oncobico C21 O2 Hzs | 67(100), 80(34), 290 (1), 320 (5) 0,62
14 | 20,10 Acido hormélico | C21 Oz Has 67(100), 82(35), 291(5), 322(3) 0,45

Na tabela 7, pode-se observar uma familia de compostos que possui o ion
m/z 67 como pico-base. Este ion corresponde ao cation ciclopentenila presente

nos ésteres metilicos dos &cidos ciclopenténicos graxos. E comum se observar
a presenca do ion RC=0* (evido a perda do fragmento metoxila — OCHs

[M-31]* em ésteres metilicos (Figura 38). Embora o ion de m/z 74, resultante do
rearranjo de MclLafferty, seja o pico-base de ésteres metilicos graxos,como
pode ser observado com os derivados metilados dos &acidos esteéarico e
palmitico (ver tabela), ele ndo € intenso para os ésteres graxos ciclopenténicos
em estudo, onde prevalece o ion de m/z 67, ap0s a perda da cadeia lateral. No
espectro de massas de cada um dos compostos da mistura foi possivel

observar a presenca do ion molecular.
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OCH3
n

n=9 ou 1l

67 M™-31
(109)

Figura 38: Proposta das principais fragmentacfes dos ésteres
ciclopenténicos

As sugestdes indicadas pelas espectrotecas de massas unidas ao estudo
das fragmentacdes e as informacgBes sobre a amostra descritas na literatura,
direcionaram a identificagdo por tentativa dos componentes da mistura de
ésteres. Assim, a técnica de CG-EM possibilitou identificar os constituintes
presentes da fragdo &cida do 6leo das sementes de C. brasiliensis. Esta fracédo
€ constituida majoritariamente por acidos ciclopenténicos, com destaque para
os acidos chaulmugrico, hidnocarpico e gorlico. Os espectros de massas dos
acidos ciclopenténicos majoritarios estdo em anexo (pag. 118) e sao
concordantes com aqueles encontrados na literatura e na espectroteca do
massas Wiley (SPENER E MANGOLD, 1974).

Na tabela 7, pode ser observada também a presenca de quatro
componentes que apresentaram seus espectros de massas com perfil de
fragmentacdo semelhante aos acidos ciclopenténicos principais. Estes
compostos, homélogos dos constituintes majoritarios, sdo os acidos aleprilico e
aléprico, ja descritos nesta espécie por Cole e Cardoso (COLE E CARDOSO,
1939), e os acidos monoaico (CsH7(CH2)aCH=CH(CH2)a4COOH), oncdbico
(CsH:(CH5)gCH=CH(CH,)sCOOH) e hormélico (CsH-(CH,),4COOH), os quais
foram encontrados no 6leo e nas folhas das espécies C. echinata e H.
anthelminthica (Flacourtiaceae) (SPENER E MANGOLD, 1974).

Os compostos A, B e C (tabela 7) sdo substancias desconhecidas, que
eluem logo apds os ésteres hidnocarpato, gorlato e chaulmugrato de metila,
respectivamente. Esses compostos possuem m/z 80 como pico-base e ions
moleculares com duas unidades a menos quando comparados com 0s ions
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moleculares dos acidos ciclopenténicos majoritarios, o que sugere a presenca
de mais uma insaturagcdo na sua estrutura, dentro do anel de cinco membros
gue se mantem ligado a cadeia lateral. A possivel fragmentacdo para a
formacao do ion m/z 80 esté presente na figura 39. A menor abundancia do ion
m/z 67 neste tipo de estrutura se justifica pela dupla do anel ligada a cadeia

lateral.

v v
H R H R m|z 80
(110) (111) (112)

Figura 39: Fragmentacdo para formagdo do ion m/z 80 dos compostos
presentes na mistura de &acidos graxos do Oleo da semente de C.
brasiliensis
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4.1.4. Determinacao da posicao da ligacao dupla do gorlato de
metila por espectrometria de massas através de adutos de

dissulfeto de dimetila

Os espectros de massas gerados por impacto de elétrons dos derivados
metiltiolados a partir da mistura de ésteres metilicos de C. brasiliensis
apresentararam os fons moleculares (M*®), além de fragmentos referentes a
insercdo do metiltiol (-SCH3) no anel ciclopenténico. A figura 40 mostra a
fragmentacdo proposta para estes derivados. No espectro de massas
correspondente ao derivado metiltiolado do hidnocarpato de metila, por
exemplo, é observado o jon molecular m/z 360 e os ions 265 (M™-95) e 313
(M*-47) correspondem as perdas dos fragmentos (-CH;SH) e (-SCH3) do anel.
No espectro de massas dos derivados do chaulmugrato de metila € observado
o mesmo perfil de fragmentag¢édo com a presenca do ion molecular m/z 388 e os
fons 341(M*-47) e 293 (M*-95).

Os ions de m/z 175 e 211 confirmam a presenca da insaturagdo na
posicdo A6 na cadeia lateral do gorlato de metila (composto 3 na tabela 8). O
espectro de massas deste derivado estd em anexo (pagina 119).

O composto 4 (tabela 8) representa o derivado metiltiolado do gorlato de
metila, produto da reacao do dissulfeto de dimetila no anel ciclopenténico, visto
gue este composto possui 0 mesmo perfil de fragmentacdo dos derivados
metiltiolados do &cido hidnocérpico (1 e 2 na tabela 8) e chaulmugrico (5 e 6,
na tabela 8).

O tempo de retencdo e os ions principais dos derivados metiltiolados
estdo presentes na tabela 8. As estruturas desses ions estdo indicadas na
figura 40.
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Tabela 8: Lista dos compostos metiltiolados derivados da mistura de acidos do
O0leo da semente de C. brasiliensis apds derivatizagdo com solugdo de

diazometano

Composto

tr (min)

m/z ions (abundancia relativa)

1

26,88

67(100),113(76), 215(10), 233(25), 265(71), 313(59),
360 (5)

27,01

67(100), 113(60), 215(11), 233(24), 265(94),
313(39), 360 (2)

27,74

67(100),143(52),175(27),211(10),386(4)

28,25

67(100),113(44),291(18,)339(29),386(1)

28,48

67(100),113(75), 261 (28), 293(67),341(56), 388 (3)

oOghlW| N

28,49

67(100),113(58), 261(27), 293(71),341(47), 388 (2)

A reacdo com o reagente de dissulfeto de dimetila levou a formacéo de

uma mistura de diasteroisbmeros. Os compostos 1 e 2 (tabela 8) séo

diasterisomros derivados do acido hidnocarpico e possuem 0S mesmos

fragmentos de massas (tabela 8). O mesmo acontece para os compostos 5 e 6

(tabela 8) derivados do acido chaulmugrico.

76



M*- 47
CH3
H;CS R (113)
M*- 95
HsCS
] COOCH;z
=
% | schs
— (114)
+ﬁCH3 +SCH3
m/z 211 m/z 175
(115) (116)

Figura 40: Perfil da fragmentacdo dos derivados metiltiolados da mistura
de acidos graxos do 6leo da semente de C. brasiliensis

Esta técnica de derivatizacdo € importante para a determinacdo da
posicdo da insaturacdo na cadeia lateral ligada ao anel ciclopenténico nas
estruturas dos acidos monoaico, gorlico e oncobico encontrados na fracédo
acida do oleo em estudo (ver tabela 7). Segundo Spener, o acido gorlico
determinado nas espécies C. echinata e H. anthelmintica (Flacoutiaceae) por
Paget seria uma mistura dos isbmeros de posi¢ao A6 e A9, embora o primeiro
se apresentasse como majoritario (PAGET, 1937; SPENER E MANGOLD,
1974).

Os resultados aqui apresentados confirmam a presenca da insaturacao na

posicdo A6 do acido gérlico. O isébmero A9 deste acido néo foi identificado no
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0leo analisado da semente de C. brasiliensis. Nado foi possivel confirmar a
posicdo da insaturacdo na cadeia lateral dos acidos monoaico e oncoébico que
se encontravam em nivel de traco na mistura de acidos graxos do 6leo da
semente de C. brasiliensis (tabela 7).

4.2. Quantificacdo da fragédo acida:

4.2.1. Quantificacdo da mistura de acidos graxos do oleo de C.

brasiliensis por Cromatografia Gasosa de Alta Resolucéao

A cromatografia gasosa deve, em parte, seu crescimento rapido durante
as ultimas quatro décadas a sua velocidade, a sua simplicidade, ao seu custo
relativamente baixo e a sua ampla aplicacdo como ferramenta de separacao.
Entretanto, sua utilizacdo néo teria se difundido tanto se ndo fosse o fato dela
fornecer informacao quantitativa util sobre as espécies separadas.

A cromatografia quantitativa em coluna estd baseada na comparacdo da
altura ou da area do pico do analito com a de um ou mais padrbes. A
quantificacdo do composto de interesse pode ser obtida através dos seguintes
meétodos: padronizacdo externa; padronizacdo interna; superposi¢cado de matriz;
adicao padréo (RIBANI et al, 2004).

O método de padronizacdo interna foi o método escolhido para a
quantificacdo dos componentes da mistura dos ésteres metilicos. Este método
consiste na preparacdo das solucdes padrao de concentragdes conhecidas da
substancia de interesse, as quais se adiciona uma quantidade conhecida de
um composto chamado padrdo interno. Apds analise dessas solucoes,
constrdi-se um grafico, relacionando a razao de areas (area da substancia/area
do padrdo interno que tem concentracdo constante) com a concentracdo da
substancia. A relacdo matematica entre a razao das areas com a concentracao
da espécie de interesse deve ser determinada empiricamente dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo, podendo ser expressa como uma equacao de
reta chamada de curva analitica. Matematicamente, a estimativa dos

coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto de medicdes
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experimentais, pode ser efetuada usando o método matematico conhecido
como regressao linear. Além dos coeficientes de regresséo a e b, descrita pela
equacdo y = ax + b, também € possivel calcular, a partir dos pontos
experimentais, o coeficiente de correlacdo r. Este parametro permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1,0,
menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza
dos coeficientes de regressao estimados (RIBANI et al, 2004).

Utilizando a técnica de CGAR acoplada ao detector DIC, somada as
informacdes obtidas por CGAR-EM foi possivel identificar e quantificar os
acidos majoritarios presentes na fracdo acida do 6leo de C. brasiliensis apos
esterificacdo com diazometano.

A tabela 9 apresenta os dados relativos a curva analitica para o padrdo de
elaidato de metila. O elaidato de metila foi utilizado para a construcao da curva,
pois ndo havia nenhum éster derivado de acido ciclopenténico graxo puro para
ser utilizado como padrdo. Como padréao interno foi utilizado o heptadecanoato
de metila por ser quimicamente similar aos compostos a que se quer
quantificar, além de ter tempo de retencdo proximo, ndo fazer parte da amostra
e, quando cromatografada, ficar separada de todas as demais substancias
presentes na amostra (RIBANI et al., 2004).

A curva foi obtida por regresséo linear a partir do grafico da relacao das
areas (area do composto alvo/area do padréao) e concentracdes (concentracéo
do composto alvo/concentracdo do padrdo). Esta relacdo permitiu determinar o
fator de resposta do elaidato de metila em relacdo ao padrdo interno
heptadecanoato de metila (Tabela 9).

At= &rea do composto alvo (elaidato de
metila)

Api= area do padréo interno
Fator de resposta < (heptadecanoato de metila)

Ct= concentragdo do composto alvo
(elaidato de metila)

Cpi= concentracdo do padréo interno
(heptadecanoato de metila)
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Tabela 9: Dados da curva analitica do padrdo de elaidato de metila

Elaidato de metila
Concentracao (ug/mL) ymédio n| CV X(Ct/Cis) FR
1 0,022 31170 0,02 1,116

25 0,531 3 1,7 0,5 1,062
50 1,088 3 1,2 1 1,088
100 2,131 3 9,4 2 1,065
250 5,486 3 6,2 5 1,097

Aa=area do composto alvo

Api=area do padrao interno Média do FR 1,086

Ca=Concentracdo do composto alvo Desv. Padrao FR 0,023

Cpi=concentracao do padréo interno Desv. Padrdao Rel.FR | 0,021

y=Aa/Api Coef. Variacdo FR 2,085

x=Ca/Cpi

FR=fator de resposta =y/x
n= numero de replicatas

CV (%)=coeficiente de variacdo =100 X desvio padrdo/média*

*O aplicativo excell foi utilizado no céalculo da média, desvio padrdo e

coeficiente de variacdo. Estes parametros podem ser calculados através das
equacdes presentes nos trabalhos de SKOOG (SKOOG, 2002).

Como o padrao interno e o composto alvo (elaidato de metila) possuem

propriedades fisico-quimicas semelhantes, o fator de reposta encontrado foi

proximo de 1.

A curva de calibragdo obtida apresentou excelente linearidade (expresso

por R? na faixa de concentracdo analisada (ver figura 41).
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Figura 41: Curva de calibracdo do elaidato de metila por padronizacao
interna em CGAR
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Figura 42: Cromatograma do ponto de 50 ug/mL utilizado na contrucéo da
curva analitica. (tr 8,78 min — miristato de metila; t, 10,46min -
heptadecanoato de metila e t; 10,86 min — elaidato de metila)
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A determinagdo da concentragdo da mistura dos ésteres metilicos

ciclopenténicos a partir da co-inje¢cdo com o padrdo foi realizada com o uso da

curva analitica. Sabendo que a expressao matematica da curva € Y= 1,0978X -

0,0189, sendo Y= Aa/Api e X=Ca/Cpi e conhecendo os valores de Aa, Api, Cpi,

facilmente foi determinada a concentracdo dos constituintes presentes nas

amostras 1, 2 e 3, contendo a mistura de ésteres metilicos nas concentracfes

300, 350 e
constituintes nas trés solucdes esté na tabela 10.

400 pg/mL, respectivamente. A composicdo dos principais

Tabela 10: Concentracdo dos constituintes majoritarios presentes nas
amostras 1, 2 e 3 contendo a mistura de ésteres metilicos derivados da mistura
de acidos graxos do 6leo da semente de C. brasilensis nas concentraces 300,
350 e 400 pg/mL, respectivamente.

| ester metilico pmostra pmostia prmosta
9.92 palmitato de metila 19,5 (6,5%) 22,8 (6,5 %) 26,8 (6,7%)
10,21 | hidnocarpato de metila 149,7 (49,9%) 177,1 (50,6 %) 207,6 (51,9 %)
10.83 oleato de metila 11,1 (3,7%) 12,6 (3,6 %) 14,4 (3,6%)
11.12 gorlato de metila 52,2 (17,4%) 62,65 (17,9 %) 72,8 (18,2%)
11.25 | chaulmugrato de metila 55,8 (18,6%) 67,2 (19,2 %) 78,0 (19,5 %)
878 miristato de m§tila 49,3 50,2 52,4

’ (% recuperacdo) (98,6 %) (100,5 %) (104,9%)
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Figura 43: Cromatograma da mistura de &cidos graxos ciclopenténicos de
C. brasiliensis

Outra maneira de quantificar é pela relacdo da area do padrao interno com
a area do composto que se quer quantificar quando co-injetados. Conhecendo
a area do padrdo e a sua concentracdo, por simples regra de trés, pode-se
obter a concentragdo do composto alvo. Isso pode ser feito, pois tanto o padrao
interno quanto 0os compostos possuem a mesma resposta para o detector. Os
resultados obtidos utilizando esta relacao foram idénticos ao da tabela 10.

Segundo Abdel-Moety, a composi¢do quimica dos acidos ciclopenténicos
pode atingir cerca de 90% dos acidos graxos totais nos diferentes 6leos de
chaulmugra (ABDEL-MOETY, 1981). Os resultados obtidos na quantificacado

por padronizacdo interna da fracdo acida de C. brasiliensis revelaram que a
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composicado destes acidos € de 88%. Este valor corrobora o valor total de
acidos graxos encontrados na analise do 6leo de sapucainha por Cole e
Cardoso (COLE E CARDOSO, 1939). Estudos realizados por Spener e
Mangold mostram que a propor¢cdo destes &cidos ciclopenténicos esta
relacionada, principalmente, com o estagio de maturacdo das sementes
(SPENER E MANGOLD, 1974).

A fim de avaliar as perdas dos processos de derivatizacdo e
cromatografico durante a quantificacdo da fracdo acida, foi utilizado o &cido
miristico como padrdo de recuperacdo. A recuperacdo € definida como a
propor¢cdo da quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada
na porcdo analitica do material teste, que é extraida e passivel de ser
guantificada. Os resultados de recuperacdo de cada amostra analisada estéo

apresentados na tabela 11 e indicam uma boa recuperacéo.

O método de padronizacdo interna, utlizado neste trabalho, é
extremamente Util, especialmente pelo fato de que independe de pequenas
mudancas em varidveis experimentais, como temperatura da coluna, fluxo de

gas de arraste e tamanho da amostra (RIBANI et al, 2004).

4.2.2. Comparacdo da composicdo quimica da mistura de
acidos graxos do oOleo de C. brasiliensis com fracdes

envelhecidas do mesmo 6leo

A mistura de acidos de C. brasiliensis utilizada nos testes farmacologicos
foi mantida sobre refrigeragcdo durante todo o trabalho, no periodo de 3 anos. A
fim de avaliar a estabilidade quimica dos constituintes desta fracdo, comparou-
se a sua composicdo quimica com trés amostras de mistura de acidos de C.
brasiliensis, amostras 4, 5 e 6. A amostra 4 é constituida da fracdo &cida
extraida de sementes secas de frutos de C. brasiliensis recentemente
coletados (Outubro de 2005). As amostras 5 e 6 sdo misturas de acidos do éleo
gue ficaram expostas a acdo da luz e temperatura ambiente (durante
aproximadamente 2 e 3 anos respectivamente). Os resultados da quantificacao

84



destas amostras (derivatizadas com diazometano) por CGAR através da
técnica de padronizagdo interna estao presentes na tabela 11. As amostras 4, 5
e 6 foram preparadas na concentracdo de 250 pug/mL e o padréo interno
(heptadecanoato de metila) adicionado de modo a ter concentracéo final de 50

pg/mL.

Tabela 11: Comparacdo da composicao de ésteres metilicos obtidos apos a
derivatizacdo da mistura acidos graxos do 6leo das sementes dos frutos de C.
brasiliensis coletados em outubro de 2001 e agosto de 2005 com amostras
envelhecidas da mistura de acidos graxos (de frutos coletados em 2001)

Média 123 | Amostra4 | Amostra b Amostra 6
t. (min) | éster metilico (%) (%) (%) (%)
9.92 palmitato de metila 6,6 3,5 7,9 5,9
10,214 | hidnocarpato de metila 50,8 52,2 9,1 0,8
10.838 | oleato de metila 3,7 1,3 0,9 0,6
11.12 gorlato de metila 17,8 20,3 2,2 1,38
11.25 chaulmugrato de metila 19,1 19,3 3.8 2,19
Total 98 96,6 23,9 10,87

O resultados mostraram que o armazenamento sob refrigeracdo em frasco
ambar, permitiu com que a fracdo 4cida se mantivesse estavel no periodo de 3
anos (amostras 1, 2, 3), visto que a sua composicao se apresentou bastante
semelhante aquela dos frutos frescos (amostra 4). Nos trabalhos de Paget,
Cole e Cardoso ja havia sido relatado que o 6leo da chaulmugra brasileira se
mantinha estavel no periodo de um ano e que o acido gorlico seria o acido
mais instavel dentre os &cidos desta fracdo (PAGET, 1937; COLE E
CARDOSO, 1939). Embora a amostra mantida sob refrigeracdo seja de um
extrato diferente da amostra 4, ambas apresentaram quantidade de &cido
gorlico na mesma proporcdo do acido chaulmugrico. Nas amostras da fracéo
acida envelhecida (amostras 5 e 6) foi observada ndo apenas a degradacgéo do
acido gorlico, como também dos acidos chaulmugrico e hidnocarpico. A fim de
identificar os produtos oriundos desta degradacéo, a misturas de acidos graxos
da semente de C. brasiliensis que ficaram sobre a bancada (amostras 5 e 6)
foram esterificadas com diazometano e injetada no cromatdgrafo gasoso
acoplado ao espectrometro de massas. Os cromatogramas estdo presentes

nas figura 44 e 45.
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Os produtos de degradacdo destas amostras foram tentativamente
identificados com base nos espectro de massas obtidos, além das técnicas de
RMN de *H, RMN de “*C e IV.

A técnica de CGAR-EM permitiu identificar um perfil caracteristico com a
presenca de trés familias de compostos que surgem com o envelhecimento. A
primeira familia pode ser representada principalmente pelos ions de m/z 82
(pico-base), 95 a segunda pelos ions m/z de 82 (pico-base), 95 e 109 e a
tltima pelos ions 96 (pico-base) e 109. Esta ultima familia € predominante na
amostra mais envelhecida (amostra 6). Os fragmentos dos principais

compostos presentes nas amostras degradadas estdo na tabela 12.
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Figura 44: Cromatograma da amostra 05 contendo os produtos de
degradacdo da mistura de acidos graxos de C. brasiliensis (método CB-03,
descrito no item 3.1.3)
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Figura 45: Cromatograma da amostra 06 contendo os produtos de
degradacdo da mistura de 4cidos graxos de C. brasiliensis (método CB-03,
descrito no item 3.1.3)
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Tabela 12: Principais compostos oriundos da degradacao da mistura de acidos
graxos de C. brasiliensis

Tr
Composto (min) m/z ions (abundancia relativa)
1 12,71 | 55(89), 74(89), 84(55,) 98(100), 139(47), 171(31), 213(43), 244(1)

55(71), 74(73), 84(50), 98(100), 112(33), 153(30), 185(26), 227(35),
13,6 | 258(1)

14,27 | 74(100), 87(77), 239(17), 270(27)

14,46 | 55(73), 74(76), 84(50), 98(100), 112(29), 199(22), 241(25), 272(1)

14,78 | 67(7), 80 (100), 93 (31), 233(7), 264(11)

15,27 | 55(60), 74(63), 84(43), 98(100), 112(27), 213(17), 255(20), 286(1)

2
3
4
5 14,72 | 67 (100), 82 (23), 235 (8), 266(5).
6
7
8

15,88 | 74(100), 87(68), 255(30), 267(11), 298(29)

9 16,15 | 67 (100), 80 (46), 261(2), 292(6).
10 16,21 | 67(6), 80 (100), 93 (33), 259(6), 290(11)
11 16,33 | 67 (100), 82 (49), 263 (6), 294(4).
12 16,40 | 67(5), 80 (100), 93 (32), 261(8), 292(12)
13 16,76 | 55(16), 82(100), 95(22), 280(1)
14 17,00 | 55(41), 82(100), 95(60), 96(48), 109(28), 249 (13), 263(2), 280(1)
15 17,61 | 55(71), 96(99), 109(100), 249(34), 263(3), 280(9)
16 18,23 | 55(10), 82(100), 95(14), 277(2), 308(1)
55(51), 82(100), 95(77), 96(52), 109(32), 235 (20), 276(14), 277(12),
17 18,46 | 308(1)
18 19,03 | 55(51), 96(99), 109(100), 235(44), 248(6), 277(16), 308(5)

Os cromatogramas revelam que o envelhecimento proporciona o
surgimento de compostos polares de maior peso molecular que os acidos
ciclopenténicos. O cromatograma da amostra 6 (figura 45) apresenta dois
compostos principais com tempos de retencdo em 17, 61 e 19,03 (min).

O espectro de infravermelho desta amostra (em anexo, pag. 120)
apresentou sinais de deformacdo axial de C=0 de ésteres em 1739 cm ™ e
C=0 de cetona ciclica conjungada, em 1676 cm YNEGISHI et al, 1996). A
vibracédo de deformacéao axial da ligacdo C=C (conjugada com a funcéo cetona)
produz uma banda de absor¢ao fraca em 1616 cm™ (NEGISHI et al, 1996) e as
bandas de vibracdes de deformacéo axial de C-O de ésteres estdo presentes

em 1173 e 1197 cm™.

A andlise do espectro de RMN'C da amostra 6 (em anexo, pag. 121)
evidenciou o aparecimento dos carbonos sp? de cetona ciclica a, insaturada
em 0 209,83 e de éster em d 174, 4. Os deslocamentos quimicos em & 129, 5 e

183,4 se referem aos carbonos spz, o primeiro adjacente a carbonila e o

88



segundo ligado a cadeia lateral (NEGISHI et al, 1996). O carbono sp? adjacente
a carbonila estd localizado em & 35,40. Estes deslocamentos de
ciclopentenonas sédo apresentados no trabalho de NEGISHI (NEGISHI et al.,
1996).

A andlise do espectro de RMN'H (em anexo, pag.122) evidenciou o
aparecimento do sinal de hodrogénio olefinico em & 5,88. O deslocamento em
0 3,6 se refere aos hidrogénios da metila ligada a carbonila da funcdo éster. Os
deslocamentos dos hidrogénios ligados aos carbonos sp® do anel

ciclopenténico estédo na regido de & 2,23 - 2,33.

Os produtos derivados da oxidacdo destes compostos ciclopenténicos ja
foram propostos no trabalho de Paget como sendo hidroxi e ceto &cidos
(PAGET, 1937). Reunindo estas informac¢des com aquelas obtidas com a
analise dos epectros de massas, RMN e IV da amostra 6, pode-se propor uma
estrutura para 0os compostos majoritarios, conforme apresentada na figura 46.

A possivel fragmentagéo para a formacao dos ions estaveis m/z 96 e 109
esta indicada na figura 46. No trabalho de Grechkin, estes mesmos fragmentos
foram determinados para algumas ciclopentenonas (GRECHKIN et al, 2002).
Embora as ciclopentenonas estudadas por GRECHKIN sejam dissubstituidas,
pode-se sugerir um comportamento de fragmentacdo semelhante ap6s a

guebra de uma das cadeias laterais.
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Figura 46: Fragmentacao para formacéo dos ions m/z 96 e 109.

Os espectros de massas dos compostos 15 e 18 (tabela 12), majoritarios na
mistura degradada de acidos graxos de C. brasiliensis (amostra 6), além de
revelarem uma abundancia relativa significativa para os ions de m/z 96 e 109,
apresentaram os seus ions moleculares de m/z 280 e 308, respectivamente. O
composto 15, mais abundante nesta mistura, possivelmente se originou da
oxidacdo do acido hidnocarpico (composto 5 na tabela 12) e o composto 18,
que possui 28 unidades de massa a mais que o composto 15, é derivado do
acido chaulmagrico (composto 11 na tabela 12). Para o composto 15, R=-Cy;
O2H21 na estrutura 117 (figura 46) e para o composto 18, R= -C13 O2Hs (figura
46).

A técnica de CGAR-EM permitiu também a identificacdo nas amostras 5 e
6 de uma série homébloga de ésteres metilicos originarios de acidos
dicarboxilicos lineares na faixa de C11 a C14 (compostos 1, 2, 4 e 7 na tabela

12), além de outros produtos (néo identificados) derivados da reacdo de
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oxidacdo dos acidos ciclopenténicos. Os espectros de massas dos diésteres
obtidos da mistura foram comparados com o0s espectros de massas da
espectroteca Wiley 275, o que possibilitou a identificacdo dos ésteres metilicos
deriverivados dos acidos undecanodidico, (composto 1 da tabela 12),
dodecanodidico (composto 2 da tabela 12), tridecanodioico (composto 4 da
tabela 12) e tetradecanodidico (composto 7 da tabela 12). E importante
destacar que diacidos graxos também foram apresentados nos trabalhos de
Paget (PAGET, 1937).

4.3. Colecao de moléculas oxidadas a partir da mistura de
acidos graxos de C. brasiliensis

Nos ultimos anos, tem sido crescente o numero de cole¢cées de moléculas
organicas estruturalmente diversas baseadas em produtos naturais. O poder do
exemplo natural dos processos combinatérios inspirou quimicos e bioquimicos
a aplicarem a quimica combinatéria para a formacdo destas colecbes. “A
natureza utiliza uma abordagem dinamica para produzir um namero imenso de
moléculas que acompanham o complexo processo de vida dos organismos”.
Diferentemente do quimico convencional, que sintetiza e caracteriza uma
molécula de cada vez, a natureza delineia uma vasta biblioteca combinatoria
(“library”), a partir de um conjunto de moléculas precursoras (“building blocks”)
e testa (“screening”) os componentes dessa biblioteca em relacdo as
propriedades desejadas (ESTRADA et al, 2005).

As colecdes combinatorias preparadas com o intuito de se identificar um
composto de valor terapéutico, em geral, possuem milhares de substancias que
sao testadas sob a forma de misturas de componentes, 0 que permite rapidez
neste processo (ESTRADA et al, 2005). Na busca de estruturas bioativas, foi
realizada a sintese de derivados oxidados a partir da mistura de acidos graxos
de C. brasiliensis, dando origem a uma cole¢do de moléculas estruturalmente

relacionadas.
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4.3.1. Caracterizacao da biblioteca de epoxidos

A reacdo de epoxidacdo dos ésteres metilicos possibilitou a criacdo de
uma biblioteca contendo pelo menos 5 compostos principais. Os produtos

foram caracterizados segundo as técnicas espectromeétricas.

Espectrometria no Infravermelho:

No espectro de infravermelho (em anexo, pag. 123) pode ser observada
uma banda de deformacao axial de C-H de carbono sp3 de epdxido em 3019
cm™. N&o foram observadas as bandas 3050 cm' e 1651 cm? referentes as
bandas de deformacéo axial de =C-H e C=C, respectivamente. A absor¢cao em
846 cm' é atribuida & deformacao axial assimétrica do anel, em que a ligacdo
C-C aumenta e a ligagdo C-O se contrai. A banda 809 cm™, que aparece entre
pode ser atribuida a “banda de 12 microns”, caracteristica da funcdo epoxido
(SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *C

A andlise do espectro de RMN'H (em anexo, pag. 124) evidenciou o
desaparecimento do sinal em & 5,65 devido aos dois hidrogénios olefinicos,
apresentando sinais proximos de & 3.40, atribuido aos hidrogénios da funcao
epoxido (LOPES, 1982).

A andlise do espectro de RMN'C (em anexo, pag.125) evidenciou o
desaparecimento do sinal de carbono sp? em & 130. E possivel observar
também o sinal de carbono sp® da funcéo epéxido no anel em & 56,56, 56,79,
59,29 e 60,42 (GUSTONE, 1993).
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Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas

A mistura de ésteres dos acidos ciclopenténicos foi oxidada pelo acido m-
cloroperbenzoico (AMCPB) em cloroférmio, a uma temperatura de
aproximadamente de 5°C. Obteve-se assim, apos isolamento em coluna
cromatografica em gel de silica, uma mistura diasteroisomérica dos epéxidos
na forma de um 6leo incolor. Esta mistura foi analisada por CGAR-EM. O
cromatograma da corrente idnica total (CIT), obtido através do uso da coluna
DB5-MS de acordo com o método CB-03, nas condi¢cdes cromatogréficas
especificadas no item 3.1.3, apresenta um maior tempo de retencdo para o0s
compostos epoxidados comparado com 0s respectivos ésteres insaturados,

guando injetados nas mesmas condicfes cromatograficas (figura 47).
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Figura 47: Cromatograma da mistura de epoxidos derivados dos ésteres
metilicos da fracdo acida de C. brasiliensis (método CB-03, descrito no
item 3.1.3)

A espectrometria de massas possibilitou a aquisicdo dos espectros de
cada um dos constituintes presentes na mistura de epéxidos. Os espectros de
massas dos constituintes apresentaram ions em m/z 282, 308 e 310
correspondem aos ions moleculares dos ésteres metilicos dos &cidos
hidnocarpico, gorlico e chaulmugrico, respectivamente, apds a incorporacéo de
16 unidades de massa atdbmica. A tabela 13 apresenta os ions principais dos

compostos formados.
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A presenca da funcdo epoxido € indicada principalmente pela presenca

dos ions m/z 83 e 97, conforme apresentada por Lopes (LOPES, 1982). A

proposta para as principais fragmentacfes esta presente na figura 48.

Tabela 13: Produtos da reacao de epoxidacao da mistura de ésteres metilicos
derivados da fracéo acida do 6leo da semente de C. brasiliensis
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(135)
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(134)

Composto| t.(min) m/z ions (abundancia relativa)
1 16,29 55(95), 74(34), 82(56), 83(87), 87(40), 97(100), 282(1)
2 16,43 55(92), 74(33), 82(21), 83(65), 87(37), 97(100), 282(1)
3 17,11 | 55(100), 74(21), 83(32), 82(21), 87(40), 155(76), 308(1)
4 25,34 55(85), 74(25), 82(20), 83(64), 87(30), 97(100), 310(1)
5 25,55 55(85), 74(29), 82(21), 83(57), 87(29), 97(100), 310(1)
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Figura 48: Esquema de fragmentacao da mistura dos epoxidos

94



4.3.2. Caracterizacao da biblioteca de alcoois

O produto da hidroboracéo da mistura de acidos de C. brasiliensis foi

analisada por espectrometria de IV, RMN e CGAR-EM.

Espectrometria no Infravermelho:

No espectro de infravermelho (em anexo, pag. 126) pode ser observada
uma banda de deformacédo axial de O-H em 3346 cm™. Pode ser observada
também a auséncia das bandas 3050 cm™e 1561 cm™ referentes as bandas de
deformacéo axial de =C-H e C=C, respectivamente. A banda de deformacao
axial de C=0 devido a formacdo do dimero de &cidos carboxilicos esta

presente em 1709 cm™.

Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e °C

A anélise do espectro de RMN'H (em anexo, pag. 127) ndo apresentou
sinal em & 5,65 devido aos dois hidrogénios olefinicos, apresentando sinais
multiplos na regido de & 3,5 e 4,0 atribuido ao deslocamento do hidrogénio

ligado ao carbono carbindlico do ciclopentano.

Foi observada, no espectro de RMN'C (em anexo, pag. 128) a presenca
de carbono sp® ligado a hidroxila através do deslocamento quimico na regido
de 875,03 e 6 62,91 (SILVERSTEIN et al., 2000).
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Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

O produto da hidroboracéo foi esterificado com diazometano e analisado
por CGAR-EM. O cromatograma da corrente i6nica total (CIT), obtido através
do uso da coluna DB5-MS de acordo com o método CB-03, segundo as
condicbes cromatograficas especificadas no item 3.1.3, apresenta um maior
tempo de retencdo para os compostos hidroxilados comparado com o0s
respectivos ésteres insaturados, quando injetados nas mesmas condicdes
cromatograficas. O cromtograma esta representado na figura 49.
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Figura 49: Cromatograma da mistura de &lcoois derivados dos ésteres
metilicos da fracdo acida de C. brasiliensis (método CB-03, descrito no
item 3.1.3)

A espectrometria de massas possibilitou a aquisicdo dos espectros de
cada um dos constituintes presentes na mistura de epoxidos. Os espectros de
massas dos constituintes apresentaram os ions de m/z 284, 310 e 312
correspondentes aos ions moleculares dos ésteres metilicos dos &acidos
hidnocarpico, gorlico e chaulmugrico, respectivamente, apds a incorporacéo de
uma molécula de 4gua. E comum a presenca de ions referentes a perda da

molécula de agua [M+-18]".
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Os principais ions presentes nesta colecdo de moléculas estédo indicados

na figura 50.

Tabela 14: Produtos da reacédo de hidroboracdo da mistura de acidos graxos
do 6leo da semente de C. brasiliensis

Composto tr m/z ion(abundancia relativa)

1 16,14 |55(98), 67(74), 81(51), 82(100), 95(47), 96(54), 109(17), 266(1)

2 16,20 | 55(98), 67(73), 81(55), 82(100), 95(52), 96(53), 109(18), 266(1), 284(1)
3 16,29 |55(98), 67(100), 81(71), 82(82), 95(75), 96(68), 109(15), 266(1), 284(1)
4 16,44 [55(100), 67(62), 81(54), 82(88), 95(50), 96(82), 109(12), 266(2), 284(2)
5 16,50 | 55(99), 67(82), 81(60), 82(100), 95(60), 96(90), 109(18), 266(3), 284(2)
6 16,59 |55(100), 67(90), 81(72), 82(75), 95(75), 96(42), 109(15), 266(4)

7 17,00 |55(100), 66(52), 69(90), 81(86), 82(30), 83(88), 95(52), 109(10), 310(1)
8 17,67 [55(98), 67(75), 81(49), 82(100), 95(46), 96(54), 109(17), 294(1)

9 17,72|55(98), 67(73), 81(56), 82(100), 95(52), 96(53), 109(16), 294(2), 312(2)
10 17,80 |55(100), 67(87), 81(65), 82(93), 95(66), 96(60), 109(17)

11 17,93 |55(100), 67(65), 81(51), 82(89), 95(47), 96(87), 109(16), 294(2), 312(3)
12 17,98 [55(98), 67(65), 81(67), 82(100), 95(66), 96(87), 109(12), 294(3)

13 18,00 |55(100), 67(92), 81(71), 82(72), 95(77), 96(45), 109(12), 294(3)

14 19,09 | 55(75), 67(86), 81(92), 82(56), 95(100), 96(30), 109(20)

15 19,15|55(81), 67(79), 81(88), 82(67), 95(100), 96(30), 109(25)

16 19,23 |55(65), 67(68), 81(82), 82(51), 95(100), 96(25), 109(22)

17 19,28 |55(80), 67(97), 81(100), 82(51), 95(98), 96(27), 109(20)

18 19,35|55(100), 67(83), 81(72), 82(43), 95(96), 96(30), 109(17)

19 19,42 |55(78), 67(82), 81(100), 82(30), 95(67), 96(21), 109(12)
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Figura 50: Esquema de fragmentacdo dos produtos de hidroboracéo

O estado de transicdo da hidroboracdo exige que o atomo de boro e o
atomo de hidrogénio se adicionem na mesma face da dupla ligacéo, ou seja,
adicdo sin. A etapa da oxidacdo na sintese dos &lcoois por hidroboragédo —
oxidacdo ocorre com retencéo de configuracdo, pois o grupo hidroxila substitui

0 atomo de boro no composto organoborado (esquema 3).

R R R R - -
R R
/\ = R R
H H Y /" —
T H—B—H H--B—H H B—H
H—B—H H B Ho+ b
Complexo Estado de Transicdo

Esquema 3: Esquema geral do mecanismo de hidroboracgéao

O resultado destas etapas (hidroboragéao e oxidagao) no anel ciclopenteno
dos &cidos graxos presentes no Oleo da semente de C. brasiliensis levou a
formacdo de uma mistura de diasteroisomeros. Teoriamente, esperava-se a
formacdo de 4 diasterisbmeros derivados de cada um dos acidos
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ciclopenténicos majoritarios quando ocorre a insercdo na dupla do anel. Além
dos 4 diasteroisébmeros oriundos do acido gorlico, pode-se ocorrer ainda, a
formacdo de produtos da reacdo na dupla da cadeia lateral. Contudo, foram
identificados 3 grupos contendo pelo menos 6 compostos. O primeiro grupo
sdo isbmeros (componentes 1 a 6 na tabela 14) derivados da oxidacdo do
acido hidnocérpico cujo ion molecular € m/z 284. O grupo de isébmeros
derivados do acido chaulmugrico compreende os compostos de 8 a 13 na
tabela 14 de peso molecular 312.

Pode ter ocorrido também a formacéao de dibis, indicada pela presenca de
carbono sp°, ligado a hidroxila e adjacente a carbono carbinélico, na regido de
575,03 & 81,00 (SILVERSTEIN et al, 2000) no espectro de RMN de *3C.

Como os constituintes da mistura de acidos e os produtos oxidados
derivados das reacdes de epoxidacédo e hidroboracdo possuem semelhancas
estruturais com as prostaglandinas, estes compostos foram avaliados para uma

possivel atividade antiinflamatéria.
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4.4. INVESTIGA(;AO FARMACOLOGICA DA FRA(;AO ACIDA DE
C. brasiliensis

4.4.1. Atividade Antiinflamatoria

4.4.1.1. Avaliacdo da atividade antiinflamatéria da mistura de
acidos graxos de C. brasiliensis através do teste do edema de

pata de rato induzido por carragenina

A atividade antiinflamatoria do 6leo de C. brasiliensis foi determinada, in
vivo, utilizando-se o teste do edema de pata de rato induzido por carragenina
(RIBEIRO et al, 1998).

Estruturalmente as carrageninas sdo complexos grupos de
polissacaridios compostos por unidades monoméricas de galactose, podendo
ser de trés tipos: lambda, kappa e iota. A forma lambda, por ndo apresentar um
gel muito viscoso em temperatura ambiente, € injetada para induzir uma
resposta inflamatoéria. A inflamacéo induzida pela carragenina, originalmente
descrita por Winter, é aguda, ndo imune, bem pesquisada e altamente
reprodutivel (MORRIS, 2003). Os principais sinais da inflamacdo — edema,
hiperalgesia, eritema - se desenvolvem imediatamente apds a injecao
subcuténea de carragenina, resultado da acao de agentes pré-inflamatorios. A
resposta inflamatoria € usualmente quantificada pelo aumento do tamanho da
pata do animal, ou seja, do edema.

Os resultados obtidos na determinacdo da atividade antiinflamatéria no
teste do edema de pata de rato induzida por carragenina para a mistura de
acidos graxos de C. brasiliensis estao presentes na figura 51.

A fracdo &cida, testada nas doses de 10, 50, 100, 200 e 500 mg/kg
apresentou um efeito de dose e tempo dependente. A dose de 10 mg/kg ndo
apresentou atividade antiinflamatéria. As doses de 50 e 100 mg/kg inibiram o
edema duas horas ap6és a injecdo de carragenina, alcangcando um maximo de
inibicdo na quarta hora (31,6 % e 29,2%, respectivamente). Com o aumento da
dose para 200 e 500 mg/kg foi observada uma inibigdo significante a partir da
12 hora até a 32 hora, apresentando um maximo de inibicdo na segunda hora

(41,3 e 44,1%, respectivamente).
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Quanto a atividade ulcerogénica, ndo foi observada irritacdo gastrica em

nenhuma das doses testadas.

(A)
750
—1 Veiculo Controle
- 600 —— C. brasiliensis 10 mg/kg
= 450 ——C. brasiliensis 50 mg/kg
g 300 —e— C. brasiliensis 100 mg/kg
8 —O— C. brasiliensis 200 mg/kg
w 150 —&— C. brasiliensis 500 mg/kg
0 -
I T T 1
1 2 3 4
Tempo (h)

Figura 51: Efeito da fracdo acida do 6leo das sementes de C. brasiliensis
adminis_trada oralmente no teste do edema de pata de rato induzido por
carragnina

O desenvolvimento do edema induzido por carragenina corresponde aos
eventos mediados por histamina, bradicinina e prostaglandinas (VINEGAR,
TRUAUX E SELPH, 1976; DERAEDT et al, 1976, DERAEDT et al, 1980). No
entanto, € bem descrito que na 3* hora, o pico inflamatério ocorre
principalmente gracas a acao de prostaglandinas. A acdo da mistura de acidos
graxos nesta fase sugere uma maior seletividade na inibicdo destes
mediadores envolvidos neste Ultimo estagio da inflamacdo. Relacionando as
doses maiores (200 e 500 mg/kg), observou-se um efeito ndo especifico, uma

vez que a atividade antiinflamatoéria foi observada desde a 12 hora.
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4.4.1.2. Atividade antiinflamatéria dos produtos de oxidagcdo da

fracdo acida de C. brasiliensis

Os resultados obtidos na determinacdo da atividade antiinflamatéria no
teste do edema de pata de rato induzida por carragenina para os produtos de
oxidagao estédo presentes na tabela 15.

Os produtos de oxidacdo foram administrados, por via oral, na dose de
200 mg/kg. Nesta dose, os derivados epoxidos, mas ndo os alcoois
apresentaram atividade antiinflamatoria estatisticamente significativa (17,1%)

conforme pode ser observado na tabela 15.

Quanto a atividade ulcerogénica, ndo foi observada irritacéo gastrica.

Tabela 15: Efeito dos produtos de oxidacdo derivados da mistura de acidos do
oleo da semente de C. brasiliensis no teste do edema de pata de rato induzido
por carragenina

n MEDIA + ERRO % INIBICAO
VEICULO 11 593,5+ 24,3 -
MISTURA ALCOOL 7 516,6 + 30,1 12,9
EPOXIDACAO 7 492,0+ 22,7 17,1*

* P < 0,05 teste t de student,

Os resultados do teste da inflamacdo de pata de rato induzida por
carragenina revelaram que as colecfes de moléculas se apresentaram como
agentes antiinflamatérios menos eficazes que o0s acidos ciclopenténicos.
Possivelmente a insaturacdo do anel seja importante para a atividade destas

estruturas sobre os mediadores da inflamagéo.
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4.4.2. Atividade Analgésica

4.4.2.1. Teste da contorcdo abdominal induzida por acido

aceético

Na tabela 16 estdo os resultados obtidos da atividade antinociceptiva da
mistura de &cidos de C. brasiliensis. A administracao oral da mistura de acidos
nas doses de 100 e 200 mg/kg apresentou uma inibicdo dose-dependente na
contorcdo abdominal induzida por acido acético de 27,9 e 56,9%
respectivamente. A indometacina apresentou inibicdo de 44.5 % na dose de 10

mg/kg quando administrada via oral.

Tabela 16: Efeito da fracdo &cida do 6leo da semente de C. brasiliensis e da
indometacina na contor¢cao abdominal induzida por acido acético

Dose® . N N
b NUmero de Contor¢des | Inibicao®
Composto (rr:s/k N (média * erro padréo) (%)
Veiculo Controle
(Tween/EtOH/H20) - 08 73.4+4.8 -
(2:2:20)

Indometacina 10 10 40.7+ 4.4 445 *
Fracdo acida 100 11 529+ 1.7 279 *
200 09 31.6+3.1 56.9 *

2Dose administrada via oral. °n = nimero de animais. “% de inibicdo obtida por
comparagao com o grupo veiculo controle. *Os resultados sao expressos em
média + erro padrdo de “n” animais por grupo. Os dados foram analisados

usando o teste “t” de Student para um nivel de significancia de *p<0,05
A contorcédo induzida por acido acético em camundongos € resultante da

reacdo inflamatodria aguda relacionada com o aumento dos niveis de PGE: e
PGF2a no fluido peritonial (VINEGAR, TRUAUX E SELPH, 1976; DERAEDT et
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al, 1976, DERAEDT et al, 1980). A mistura de C. brasiliensis foi capaz de inibir
as contorc¢des, promovendo um efeito antinociceptivo periférico, provavelmente

por estar interferindo com a fase aguda do processo inflamatorio.

4.4.2.2. Teste da placa quente (“hot plate”)

Na dose de 100 mg/kg, a mistura de acidos ndo afetou o tempo de
laténcia no “hot plate”, uma vez que a laténcia do grupo controle foi de 8.5+
0.9s e 0 do grupo que recebeu a fracdo acida foi de 9.6 + 0.7s, ndo sendo
estatisticamente significativo.

No teste do “hot plate”, comumente usado para avaliar drogas com acao
analgésicas centrais (BEIRITH et al., 1998), a fracdo acida ndao apresentou
acdo analgésica, reforcando que o efeito antinociceptivo esta relacionado a sua

acao antiinflamatoria observada.

104



4.4.2.3. Teste da Formalina

As doses de 200 mg/kg da mistura de &cidos e de 10 mg/kg de
indometacina inibiram significativamente (55,3 e 52,5%, respectivamente) a
segunda fase (fase inflamatdria) e ndo a primeira fase (fase neurogénica) no
teste da dor induzida por formalina (figura 52).

E Controle
o 2007 = Indometacina 10 mg/kg
g 160 B2R C. brasiliensis 200 mg/kg
© ]
c 120+
% ] * *
S 80 _ L
= ]
E 401
—

Fase Neurogénica Fase Inflamatéria

Figura 52: Efeito da fracdo acida do o0leo da semente de C. brasiliensis
administrada oralmente no teste da formalina

No teste da formalina, em que se pode avaliar a acdo de farmacos na fase
neurogénica ou na fase inflamatoria, a fracdo acida atenuou a dor apenas na
fase inflamatdria. O comportamento foi semelhante ao observado com a
indometacina (AINE), usado como controle positivo. Geralmente as drogas anti-
inflamatdrias sdo completamente ineficazes em inibir a primeira fase do teste
de formalina (HANSAAR E HOLE, 1987; BEIRITH et al, 1998). O fato da fracao
acida inibir a fase inflamatéria, onde ocorre principalmente a acao de

prostaglandinas, reforca a seu efeito antinociceptivo.

105



4.4.3. Coordenacéo motora (“rota-rod”)

Com o objetivo de avaliar a atividade locomotora, camundongos foram
submetidos ao teste “rota-rod”. O desempenho do animal no rota-rod foi
avaliada numa rotacdo de 10 rpm/min, durante 120 segundos. Os animais
receberam salina ou fracdo acida (v.0). Os animais tratados com a fracéo acida
foram comparados com os animais controle. O tempo de permanéncia dos
animais controle foi de 120 segundos e dos animais tratados foi de 118,4 +
2,2s.

Este resultado mostra que o efeito antinociceptivo da mistura de acidos de
C. brasiliensis ndo pode ser atribuido a efeitos centrais ndo especificos, uma
vez que nenhuma resposta significativa (alteracdo da coordenagdo motora do

animal) foi observada no teste do “rota-rod”.
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4.4 4. Teste de Toxicidade

Na avaliacdo para toxicidade, os animais (n=3) foram observados por um
periodo de 14 dias ap6s a administracdo oral da droga nas doses de 100 e
500mg/kg. Nesta dose foi observada a morte de 1 (um) animal.

Relacionando a toxicidade da mistura de acidos, a DL50 foi de 5 vezes o
valor da dose eficaz, o que mostra a existéncia de uma margem de seguranca
bem préxima de outros produtos naturais tais como, o extrato etandlico das

cascas de K. ivorensis (Meliaceae), por exemplo (AGBEDAHUNS, 2004).

Embora o conjunto de resultados obtidos neste trabalho com a mistura de
acidos ciclopenténicos indique uma acéo periférica, mas ndo central, a sua
acao sobre os mediadores pro-inflamatorios deve ser melhor investigada.

Conforme foi apresentado nos itens anteriores, a mistura de acidos nao
causou lesdo da mucosa gastrica, diferentemente do que ocorre na
administracao da indometacina. A indometacina € um AINE que inibe
seletivamente a COX-1 (constitutiva), provocando lesdo gastrica, o que
culminou na pesquisa de novos AINES mais seletivos para COX-2 (induzida),
promotora do processo inflamatério (RIBEIRO et al, 2000). Embora, ndo se
tenha condi¢des de inferir seletividade da mistura de acidos por COX-1 ou
COX-2, pode-se sugerir que esta mistura, semelhante a véarias AINES, tem
atividade pelo menos em parte, por ambas as COXs, em diferentes proporcoes.

Os resultados apresentados mostram que a mistura de acidos extraidos
das sementes dos frutos de C. brasiliensis possui um significante efeito
antiinflamatdrio e antinociceptivo periférico que podem ter contribuido para o
seu uso no alivio de alguns sintomas da doenca de Hansen. Alguns desses
efeitos podem estar relacionados com a capacidade dos acidos ciclopenténicos
inibirem os mediadores pro-inflamatoérios, tais como, TNF-a e PGE;. Uma
possivel explicacdo para este efeito pode estar relacionado com a acado
antiinflamatéria de é&cidos graxos insaturados descrita por Gil (GIL, 2002).
Segundo este autor, alguns lipidios extraidos de 6leos vegetais possuem acao
antiinflamatéria gracas a sua habilidade de reduzir a sintese de produtos

oxigenados (mediadores da inflamacgéo) provenientes do acido araquidénico
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pela competicdo por enzimas oxidativas (ciclooxigenase e lipooxigenase). Uma
outra explicacdo estaria no efeito antagonista dos acidos ciclopenténicos sobre
os receptores de prostaglandinas (BREYER E HATA, 2004), possivelmente
pela semelhanca estrutural entre estes compostos e as prostaglandinas.
Contudo, nada pode ser afirmado sob a acdo da droga nestes receptores, pois

nenhum experimento foi realizado neste sentido.
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5. Conclusodes

Mediante utilizagdo das técnicas de CG e CGAR-EM em conjunto com as
técnicas de RMN e IV foi possivel identificar e quantificar os constituintes
principais presentes na fracdo &cida do oOleo de C. brasiliensis. Os &cidos
ciclopenténicos hidnocarpico, chaulmuagrico e goérlico sdo o0s compostos
majoritarios desta fragéo.

O estudo da estabilidade do 6leo mostrou que o armazenamento desta
fracao sobre refrigeracao retarda o processo de degradacao destes compostos.
Quando esta fracdo esta sob a acdo da luz e temperatura ambiente, por um
longo periodo, produtos de oxidacdo, principalmente diacidos e cetonas, sédo
formados a partir da degradacdo dos &cidos hidnocarpico, chaulmuagrico e
gorlico.

Os estudos com a mistura de acidos de C. brasiliensis demonstraram que
esta fracdo, quando administrada oralmente, possui uma atividade
antiinflamatoéria e analgésica periférica significativas. Esses efeitos podem estar
correlacionados com a capacidade desta fracdo em inibir a acédo de
prostaglandinas e outras citocinas mediadoras da inflamacé&o e dor.

Na avaliacdo da toxicidade desta fracdo, observou-se que a janela
terapéutica, embora pequena, é bastante proxima de alguns produtos naturais
gue apresentam a mesma atividade. Além disso, a mistura de acidos néo

causou a lesdo da mucosa gastrica muito observada na administracdo de
AINEs.

A sintese das colecbes de moléculas, na forma de mistura, permitiu
avaliar a atividade farmacologica de véarias moléculas em curto espaco de
tempo. As colecdes de mistura de epoxidos e alcoois apresentaram uma menor
atividade antiinflamatoria que os &cidos ciclopenténicos.

Embora as estruturas quimicas dos compostos em estudo tenham
semelhancas com a estrutura das prostaglandinas e apresentem alguma
atividade farmacologica, a sua capacidade em inibir os mediadores da

inflamag&o devem ser melhor investigados.
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6. Perspectivas e objetivos futuros

Dentre os estudos a serem realizados futuramente, podem ser

destacados:

1-

O isolamento das substancias majoritarias presentes no 6leo, visando
avaliar se estas quando isoladas, apresentam maior atividade

farmacoldgica.

Uma abordagem mais minuciosa dos produtos de auto-oxidacao deve
ser considerada. O isolamento e identificacdo destes compostos séo
Importantes para que seja posteriormente avaliada a sua contribuigéo

na acao farmacolégica estudada.

Criacdo de uma biblioteca de cetonas derivadas da mistura de C.
brasiliensis a fim de comparar as estruturas destas moléculas com os
produtos formados durante a degradacdo do Oleo. Comparar a
atividade farmacoldgica desta colecdo de moléculas com aquelas

colecdes criadas neste trabalho.

Avaliar a acao da mistura de acidos graxos em modelos de inflamacgéo

cronica.
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7. Anexos
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