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Como resultado del Examen de Fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45
de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcidn: Folios 9 a 94 24/Mayo/2010
Reivindicaciones: Folios 95 a 102 24/Mayo/2010
Dibujos: Folios 104 a 129 24/Mayo/2010
Prioridad: BR PI10703947-6 26/Octubre/2007

2. Analisis de la Prioridad

Se acepta la reivindicacion de prioridad porque esta solicitud fue presentada dentro
del plazo establecido (Art. 9 D 486) y su contenido técnico corresponde con el de la
prioridad reivindicada.

3. Objeto de la invencidn

Titulo de la solicitud: “Proceso de Obtencion de un Extracto Estandarizado a Partir de
una Planta del Género Aleurites, Extracto Obtenido y Composicion Farmacéutica que
Comprende Dicho Extracto” (modificado en el folio 195).

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de desarrollar
terapias mas seguras con mejor riesgo beneficio, para tratamiento del dolor e
inflamacién.

Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona proceso de
obtencién de un extracto estandarizado con propiedades antinociceptivas,

antiinflamatorias y antipiréticas, a partir de una planta del género Aleurites,
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preferentemente, Aleurites moluccaa L. Wild, utilizando por lo menos una parte de la
planta, preferentemente las hojas, dicho extracto estandarizado distinguiéndose por
el marcador 2°"-O-ramnosil-swertisina.

El objeto de la presente solicitud se relaciona con la Clasificacion Internacional de
Patentes (CIP): AB1K 9/00, 36/47.

4. Excepcion a la Patentabilidad (Art 20 D 486 literal (d))

El objeto de las reivindicaciones 36 — 39 no es patentable de acuerdo con el Art
citado.

5. Reivindicaciones relativas a un uso o a un segundo uso (Art 14y 21 D 486)

El uso de las reivindicaciones 40 y 41 no es patentable, de acuerdo con el Art 14.
6. De la Solicitud de Patente
Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

La reivindicacién 1 no es concisa porque se refiere a un proceso de obtencién de un
extracto estandarizado, definiendo sus etapas de forma general. Esta forma de
reivindicar da lugar a un sinnimero de posibilidades para cada una de las etapas
que no encuentran soporte en la descripcién. Se sugiere al solicitante, caracterizar el
proceso definiendo en cada una de las etapas, los ingredientes que participan, y las
condiciones de las mismas restringiendo la solicitud a una razonable generalizacion
del proceso que se encuentra divulgado en la descripcion, capitulo en el que solo se
encuentra soporte para cuando para el proceso de extraccién se utilizan las hojas de
A. moluccana, el material se muele hasta obtener un tamafio inferior a 20 mm, la
extraccion se realiza con una solucién hidroaicohdlica de etanol/ agua en proporcion
7:3, donde, para la extraccion se utilizan 10 partes de la solucién hidroalcohdlica por
cada parte de material vegetal, la extraccion se realiza por maceracion por 5 dias yla
solucion es percolada y filtrada en papel de filtro a temperatura maxima de 70°C.

En la reivindicacion 1 se encuentran dos etapas diferentes identificadas con el
numeral (v). Se sugiere realizar las correcciones necesarias.

La expresion “por lo menos” de las reivindicaciones 1y 4 es imprecisa, por lo cual no
permite distinguir la invencion del estado de la técnica. Se sugiere sustituirla por las
partes especificas de la planta utilizadas para la extraccién. Ademas, teniendo en
cuenta que la composicion de cada una de las partes de una planta es diferente esta
forma de reivindicar no es adecuada. Se sugiere al solicitante definir las partes
especificas utilizadas en el proceso de extraccion.

La reivindicacién 2 se refiere a los géneros trisperma, cordata, montana, fordii
montance y rockinghamensis de Aleurites, las cuales aunque se nombran en la
descripcién no se encuentra ningln soporte del proceso realizado con plantas de
estos géneros. Se sugiere eliminarlos puesto que no encuentran soporte descriptivo.

La reivindicacién 7 nombra un grupo de solventes extractores y combinaciones de
los mismos. Esta forma de reivindicar no es adecuada porque los solventes utilizados
en cada una de las etapas de extraccion de un material vegetal, corresponden a una
caracteristica esencial. Se sugiere caracterizar cada una de las etapas del
procedimiento incluyendo los solventes utilizados en cada una de éstas.
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No es claro a que se refiere el solicitante con los “similares”, “derivados”, “sustancias
sinteticas”, “semi-sinteticas”, moléculas biolégicas” y “sustancias derivadas de origen
vegetal” en las reivindicaciones 7, 19, 33 y 35. Se sugiere realizar las aclaraciones
necesarias definiendo la materia que se desea proteger inequivocamente, puesto
que su definicion de forma general y refiriendose a su proceso o fuente de obtencion

no permite definir el alcance de la invencion.

En la reivindicacién 11 se nombra una razén de solvente extractor : material vegetal
con un rango amplio que no encuentra soporte en la descripcion. Se sugiere
restringir la solicitud a una razonable generalizacion de [o que se encuentra
debidamente soportado en la descripcién.

Los términos: “aproximadamente” y “alrededor” de las reivindicaciones 13, 14y 17
son imprecisos, por lo cual no permiten distinguir la invenciéon del estado de la
técnica. Se sugiere sustituirlos por un término preciso 0 un rango concreto.

La reivindicacion 14 se refiere a la concentracién de sélidos que provee la etapa de
concentracion y a la capacidad de eliminar el alcohol, que son resultados a alcanzar,
no definen al proceso porque la invencion no queda definida por el resultado a
alcanzar, puesto que la reivindicacion incluiria no sélo la solucién propuesta por el
solicitante, sino todas las alternativas presentes o futuras que lleguen a ese
resultado. Se sugiere reemplazarlo por las caracteristicas esenciales funcionales,
que contribuyen a la obtencién de ese efecto.

No es claro a que se refiere el solicitante con “condiciones apropiadas para mantener
las caracteristicas cuantitativas y cualitativas del extracto” en la reivindicacion 15, y
puesto que no se hace referencia a ninguna caracteristica técnica del proceso, se
sugiere al solicitante eliminar esta reivindicacion del alcance del pliego reivindicatorio.

En la reivindicacion 16 se define un adyuvante por su funcionalidad dentro del
proceso, y no por sus caracteristicas esenciales. Se sugiere al solicitante incluir el
compuesto al que se refiere en la reivindicacion.

La reivindicacién 20 es de producto, y sélo puede ser definida en términos de su
proceso de fabricacién si: el producto es nuevo e inventivo y no se puede definir por
sus caracteristicas estructurales. Se sugiere definirlo por sus caracteristicas
esenciales, estructurales o funcionales incluyendo sus componentes y las
proporciones de los mismos.

La expresion “por lo menos” en la reivindicacién 21 es imprecisa y no permite
distinguir la solicitud del estado de la técnica. Se recuerda al solicitante que los
componentes del extracto son caracteristicas esenciales de los mismos, los cuales
deben ser definidos inequivocamente y encontrarse en la reivindicacion principal. Se
sugiere realizar las modificaciones necesarias.

La reivindicacion 23 se refiere a técnicas analiticas utilizadas para la identificacion
del extracto de la solicitud que en ausencia de las caracteristicas de los
cromatogramas y espectros para el extracto de la solicitud, corresponden a técnicas
ampliamente usadas en el campo técnico y no a caracteristicas técnicas del objeto
de la solicitud. Por lo cual se sugiere al solicitante eliminar esta reivindicacién del
alcance del pliego reivindicatorio.

Las reivindicaciones 23,25, 26, 27 y 28 se refieren a espectros RMN C'3, RMN H del
y cromatograma por cromatografia liquida de alta eficiencia del estandar de 2°* -O-
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ramnosil-swertisina, refiriéndose a este compuesto aislado y purificado y no al
extracto como tal.

En las reivindicaciones 24, 25, 26, 27 y 28 se hace referencia a las figuras. Se
sugiere eliminar la referencia a las figuras e incluir en la reivindicacion las
caracteristicas técnicas, teniendo en cuenta que los espectros de RMN se
caracterizan por los valores de frecuencia e intensidad respectiva de los picos y los
cromatogramas por los tiempos de retencién con las intensidades respectivas de los
picos.

Puesto que los cromatogramas de cromatografia liquida de alta eficiencia de los
extractos blando y seco de la reivindicacion 24 son caracteristicos de los mismos, se
sugiere incluir los datos de tiempo de retencion e intensidad de los cromatogramas
en la reivindicacion principal de producto.

Las reivindicaciones 29 y 34 definen al extracto de la solicitud y la composicién por
sus propiedades farmacologicas refiriéndose a las propiedades analgésicas
antiinflamatorias y antifebriles, en mamiferos; o por la via de administracion de la
composicion. Puesto que estas no son caracteristicas técnicas que pueda definir el
objeto de la solicitud, se sugiere eliminar estas reivindicaciones del pliego
reivindicatorio.

La reivindicacién 30 se refiere a una composicion que no se encuentra
adecuadamente caracterizada. Se sugiere definirla inequivocamente por sus
ingredientes y las proporciones de los mismos.

Descripcion (Art 28 D 486)

Se solicita definir la abreviatura Y. P. M. (Pag. 31, FI. 39).

Las tablas 5 y 6 (Pags. 48 ~ 57) encabezan una de las columnas como dosis g/Kg,
sin embargo solo se esta utilizando una dosis. Se sugiere realizar las aclaraciones

necesarias.

En la tabla 5 (Pags. 41y 42, Fis. 49 y 50) se encuentran dos filas para ptosis y dos
filas para 6bitos. No es claro cual es |a diferencia de los mismos.

En la pagina 62 encuentran la frase “erros padrées da media’, y la informacion de la
figura 4(C) (FI. 111) se encuentra en idioma diferente al castellano. Se sugiere
realizar las modificaciones correspondientes.

Se requiere al Solicitante hacer las aclaraciones necesarias.

7. Determinacién del Estado de la Técnica

El estado de la técnica se determind con base en la fecha de presentacion de la

solicitud de prioridad: Octubre 26 de 2007, y se encontraron los siguientes
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

item Documento ] r Titulo Fecha de Publicacigﬁw}
Meyre-Silva, C. ET AL, Preliminary Phytochemical

D1 Phytomedicine, Vol. 5, No. and Pharmacological
2, Pags. 109 - 113

Studies of Aleurites 1998 »
,_moluccana leaves [L.] Wild [
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item Documento Titulo Fecha de Publicacién
' MORSCH ET AL, Z Separation of C-glycoside
Naturforsch For Flavonoids from Aleurites
D2 Naturforschung. C, Journal moluccana Using Chitin 2002
of Biosciences, Vol. 59 (9- and Full N-acetylated
10), Pags. 957 - 959 Chitin.

D1 divulga (Pag. 109, Resumen, Fli. 305) extractos preparados de hojas de Aleurites
moluccana con actividad antinociceptiva, como el extracto hidroalcohdlico.

D2 divulga (Pag. 957, Fl. 309) estudios cromatograficos para separar los flavonoides
swertisina y 2""-O-ramnosil-swertisina de Aleurites moluccana.

8. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)

Novedad (Art 16 D486)

La reivindicacion 20 consiste en un extracto estandarizado caracterizado porque €s
obtenido de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 19.

Comparacién de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Caracteristicas esenciales D1 D2
Extracto de una planta def género Extracto de hojas Aleurites | Extracto de hojas Aleurites
Aleurites moluccana L Wild moluccana L Wild

Las caracteristicas esenciales del extracto de la reivindicacion 20 habian sido
divulgadas previamente en los documentos D1 y D2. El documento D1 revela un
extracto de hojas de Aleurites moluccana (Pag. 110, Fl 305). El documento D2 da a
conocer un extracto de hojas de Aleurites moluccana (Pag. 957, Fl. 309).

En consecuencia, la reivindicacion 20 no es nueva, segun lo divulgado en los
documentos D1 o D2.

Nivel Inventivo (Art18 D486)

La reivindicacion 1 consiste en un proceso de obtencién de un extracto
estandarizado caracterizado porque emplea por |0 menos una parte de una planta
del geénero Aleurites, y comprende las etapas de: (i) recoleccién, secado y
subdivision del material vegetal; (ii) pre-extraccion; (iii) extraccidon con solvente
extractor; (iv) filtracidn del extracto; (v) concentracién del extracto; (v) pasteurizacion;
(vi) secado; y (vii) analisis cualitativo y cuantitativo (estandarizacion del extracto);
siendo dicho extracto estandarizado distinguido por el marcador 2°°-O-ramnosil-
swertisina.

Comparacién de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Caracteristicas esenciales D1 D2
Proceso de obtencién de un extracto | Proceso de obtencion de Proceso de obtencion de
estandarizado porque emplea por lo un extracto de hojas de un extracto de Aleurites
menos una parte de la planta del Aleurites moluccana L. moluccana L. Willd que
género Aleurites donde el marcador Willd que comprende las contiene 2" "-O-ramnosil-
es 2'-O-ramnosil-swertisina y etapas de: swertisina que comprende
comprende las etapas de: las etapas de:
Las hojas fueron
Recoleccion, secado y subdivision del | recolectadas, secadasy I Recoleccion de hojas de A.
material vegetal cortadas en pequefias moluccana , secado
piezas
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. Pre-extraccion

No se menciona

" No se menciona

" Extraccion con solvente ex

Filtracion del extracto

tractor

Extraccion con solvente

.. hidroalcohdlico o etanolico

No se menciona

Extraccion con metanol

No se menciona

Concentracion del extracto

Concentracién del extracto

No se menciona

Pasteurizacion

No se menciona

Secado

Anélisis cualitativo y cuantitativo

. Secado

Analisis cualitativo y
cuantitativo

_. No se menciona_

. Secado

Analisis cromatografico

El Documento D1 se considera el estado de la técnica cercano a la invencion
definida en la reivindicacion 1 porque divulga un proceso de obtencion de un extracto
de hojas de Aleurites moluccana que comprende las etapas de recolectar, secar y
cortar las hojas en piezas pequefas, realizar la extraccién con un solvente
hidroalcohdlico o etandlico, concentracion del extracto, secado y analisis cualitativo y

cuantitativo (Pag. 110,

F1 305).

El documento D1 también ensefa que la solucion hidroalcohdlica es de 50% etanol-
agua (Pag. 110, FI. 305).

El documento D2 da a conocer un proceso de obtencién de un extracto de hojas de
Aleurites moluccana que contiene 2°'-O-ramnosil-swertisina, donde el proceso
comprende las etapas de recoleccién de las hojas de Aleurites moluccana, secado
de las hojas, obtencion del extracto metanolico luego de maceracion, seguida de

extraccion con hexano, diclorometano y etil acetato y secado (Pag. 957, Fl. 309)

La diferencia entre la invencion, definida en la reivindicacién 1y el procedimiento del
documento D1 consiste en las etapas de pre-extraccion, la filtracién y la
pasterizacion y en que se utiliza como marcador el 2"'-O-ramnosil-swertisina.

No se observa ningun efecto técnico inesperado otorgado al procedimiento con las
etapas de pre-extraccion, filtracion y pasterizaciéon y en el uso de 2°°-O-ramnosil-
swertisina como marcador.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: “como modificar el proceso conocido en el documento D1 para
proporcionar un procedimiento alternativo utilizando un marcador’.

Sin embargo, las etapas de pre-extraccion, filtracion y pasterizacion hacen parte del
proceso rutinario de extraccion de materias primas vegetales del conocimiento de la
persona normalmente versada en la materia y respecto al uso de 2"'-O-ramnosil-
swertisina como marcador, el documento D2 ya revelaba que las hojas de Aleurites
moluccana comprenden este compuesto (Pag. 957, Fl. 309); por lo tanto el uso de un
marcador como el 2'-O-ramnosil-swertisina no le otorga nivel inventivo al
procedimiento de la solicitud.

La modificacion en la proporcion de la solucion hidroalcohélica no le otorga nivel
inventivo puesto que no se observa ningln efecto técnico generado por la proporcion
de la misma, asi como tampoco se observa ningln efecto técnico otorgado por el
secado por atomizacion, la despigmentacion o la estabilizacion y estos corresponden
a la aplicacion de medios técnicos conocidos en el campo técnico.

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, aplicaria
medios técnicos conocidos como la pre-extraccidn, filtracion y pasterizacion en el
procedimiento del documento D1 y utilizaria como marcador el compuesto 2°"-O-
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ramnosil-swertisina divulgado en el documento D2 para llegar asi al objeto de la
reivindicacién 1 de la solicitud. Por lo cual se considera obvia.

Puesto que las reivindicaciones dependientes 2 - 19 no mencionan caracteristicas
inventivas adicionales tampoco se pueden considerar inventivas.

Conclusion: :
Las reivindicaciones 1 — 19 cumplen el requisito de novedad (Art. 16), pero no
cumplen con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

La reivindicacion 21 consiste en un: Extracto de acuerdo con la reivindicacion 20,
caracterizado porque contiene por 10 menos un principio activo seleccionado del
grupo que consiste en alfa-amirina, beta-amirina, alfa-amirinona, beta-amirinona,
swertisina, siendo dicho extracto estandarizado en relacién con su marcador 2°°-O-
ramnosil-swertisina.

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Caracteristicas esenciales ! D1 D2

Extracto de hojas Extracto de hojas
Aleurites moluccana L | Aleurites moluccana L
Wild que contiene Wild que comprende:

Extracto de una planta del género
Aleurites que contiene:

Por lo menos un principio activo
seleccionado de alfa-amirina, beta-
amirina, alfa-amirinona, beta-
amirinona, swertisina
2"'-O-ramnosil-swertisina como . 2" -O-ramnosil-
e menci e
marcador No se menciona swertisina

g-amirina y B-amirina swertisina

Los documentos D1y D2 constituyen el estado de la técnica cercano a la invencion
porque dan a conocer extractos de Aleurites moluccana. El documento D1 divuiga un
extracto hidroalcohdlico de hojas de A. moluccana (Pag. 109, Fi. 305) y revela la que
las hojas de A. moluccana contienen a-amirina y B-amirina (Pag. 111, Fl. 307). El
documento D2 revela un extracto de Aleurites moluccana que comprende swertisina
2"’-O-ramnosil-swertisina (Pag. 957, Fl. 309).

El documento D1 también divulga que la Aleurites moluccana ha sido empleada para
el tratamiento del dolor de cabeza y fiebre (Pag. 109, Fl. 305) y que el extracto
hidroalcohdlico de hojas de A. moluccana muestra accion antinociceptiva potente
(Pag. 109, Fl. 305).

El documento D2 revela que la Aleurites moluccana ha sido empleada para el
tratamiento del dolor de cabeza y fiebre (Pag. 957, Fl. 309).

El extracto objeto de esta solicitud se diferencia del extracto del documento D1 en
que comprende 2" "-O-ramnosil-swertisina como marcador.

No se observa ningln efecto técnico inesperado otorgado por el uso de 2" "-O-
ramnosil-swertisina.

Por tanto, el problema técnico objetivo consiste en “como obtener un extracto como
el conocido en el documento D1 con un marcador o compuesto que permita su
analisis”.

El documento D2 ya divulgaba que las hojas de Aleurites moluccana comprenden
2"'-O-ramnosil-swertisina (Pag. 957, FI. 309).
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Respecto a la composicién que comprende el extracto de la solicitud, la persona
normalmente versada en la materia conociendo que el extracto hidroalcohélico de
hojas de A. moluccana muestra accién antinociceptiva potente (Pag. 109, Fl. 305)
como se divulga en el documento D1, obtendria una composicién que comprende el
extracto y por lo tanto esta no genera ningun efecto técnico inesperado.

La reivindicacion es obvia, porque la persona del oficio normalmente versada en la
materia obtendria un extracto de Aleurites moluccana como el del documento D1
conociendo que [as hojas de A. moluccana comprenden el compuesto 2 '-O-
ramnosil-swertisina y lo utilizaria como marcador del extracto, logrando de esta forma
la composicion objeto de esta solicitud.

Por lo cual el extracto de la reivindicacion 21 carece de Nivel Inventivo.

Puesto que las reivindicaciones dependientes 22 - 35 no mencionan caracteristicas
inventivas adicionales tampoco se pueden considerar inventivas.

Conclusién:
Las reivindicaciones 21 — 35 cumplen el requisito de novedad (Art. 16), pero no
cumplen con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

9. Conclusion

Los requisitos de Patentabilidad de la presente Solicitud estan afectados asi:

ftem  Documento " Reivindicaciones afectadas __ Requisito que afecta _
Meyre-Silva‘ C ET AL 20 , Novedad

D1 Phytomedicine. Vol 5. + - :
No 2 Pags 109 - 113 1-19 Nivel Inventivo

MORSCHET AL Z
Naturforsch Fur
D2 Naturforschung. C
Journal of Biosciences
Vol. 59 (9-10). Pags
957 - 959

21-35 Nivei Inventivo

En cumplimiento del articulo 45 de la Decisidon 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir de la fecha de notificacion de la presente comunicaciéon. En caso
de no dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta
subsistieran los impedimentos para la concesion. se denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

El ?nterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha
13D 0I1. Ay

Revisado por: Consuelo Leguizamon ¢

Elaborado por: Jeny Paola Viliate Becq/v P.l{‘”“"k
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Phytomedicine, Vol. 5(2), pp. 109-113
© Gustav Fischer Verlag 1998 : —

Preliminary phytochemical and pharmacological studies
of Aleurites moluccana leaves [L.] Willd.

C. Meyre-Silva!, T. C. Mora!, M. W, Biavatti', A. R. S. Santos', J. Dal-Magro?, R. A. Yunes®

and V. Cechinel-Filho!

'Nicleo de Investigagdes Quimico-Farmacéuticas (NIQFAR)/FAQFAR, Universidade do Vale do Irajai-UNIVALI, Itajai-SC,

Brazil

Departamento de Ciéncias Biologicas e da Satde, Universidade do Oeste de Santa Catarina-UNOESC, Chapec6-SC, Brazil
3Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC, Florianépolis-SC, Brazil.

Summary

In the present work we have investigated the analgesic activity of various extracts prepared from
Aleurites moluccana leaves by using the writhing test in mice. The results showed that the hydroalcohol-
ic extract and the hexane fraction exhibit potent antinociceptive action. We have also isolated and iden-
tified some chemical constituents from the hexane fraction. In addition, the nature of substances present
in ethyl acetate and butanol fractions were evaluated by TLC. Such fractions revealed the presence of
phenolic compounds. Chromatographic procedures carried out with hexane fraction revealed the pres-
ence of n-hentriacontane, a-amyrin, B-amyrin, stigmasterol, B-sitosterol and campesterol, which were
identified by spectroscopic data and HRGC or HRGC/MS techniques. The compounds considerably in-
hibited acetic acid-induced abdominal constrictions, being more efficacious than aspirin and paraceta-
mol, In addition, preliminary HPLC analysis indicated, using a UV detector, one main constituent in al-
coholic extract.

Keywords: Aleurites moluccana, analgesia, writhing test, hydrocarbon, phytosterols, triterpenes.

Introduction

The family Euphorbiaceae comprises of several genus
and numerous species, and a great number of papers
have been published on their chemical constituents and
pharmacological activities.

We have previously investigated some members of
this family and have identified some important classes
of active compounds including acetophenones, sterols,
flavonoids and tannins (Calixto et al., 1990; Cechinel
Fitho et al., 1996; Miguel et al., 1996; Santos et al.,
1995a; Niero et al, 1996).

In the present study, we have selected another Eupho-
biaceae for investigation, Aleurites moluccana, a tree
known as “Nogueira-da-india” or “Nogueira-do-
Iguape”, widely-distributed in the south of Brazil. Its
leaves and stem bark are frequently employed in folk
medicine against a variety of ailments, including for

treatment of tumors, ulcers, headache, fevers, diarrhea,
dysentery and gonorrhea (Duke, 1991).

Previous reports have shown that this plant contains
triterpenes (Hui and Ho, 1968) and a new coumarino-
lignoid, denoted moluccanin (Shansuddin et al., 1988).
To our knowledge, no pharmacological investigation
has so far been published on this plant. However,
Aleurites moluccana was recently reported to have
antibacterial activity against Staphylococcus aureus
and Pseudomonas aeruginosa (Locher et al., 1995) and
antiviral property (Locher et al., 1996).

In the present study we have analysed the analgesic
effects of Aleurites moluccana leaves by using acetic ac-
id-induced writhing in mice, as well as isolated and
identificd some active constituents.
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Materials and Methods

Plant material

A. moluccana was collected 1n Itajai, State of Santa
Catarina, Brazil, in January 1996, and identified by Dr.
Ademir Reis (HBRi. A voucher specimen has been de-

pusited at the Barbosa Rodrigucs Herbarium, Itajai
iV.C. Filho, 0011,

Isolation and identification of active constituents
Dried leaves were cut in to small picces and two differ-
ent extracts, hydroalcoholic and ethanolic, were pre-
pared for pharmacological and phytochemical analysis.
The hydroaleoholic extract was obrained by extrac-
tion with 50% ethanol-water, after maceration at room
temperature for 10 days. The extract was then concen-
trated reduced pressure) to desired volume and stored
at =20 °C. The resulting extract was dissolved in 0.9%
NaCl solution to desired concentration just before use.
Ethanolic extract was prepared as described above
(600 g leaves). This extract was however concentrated
and then successively partitioned with hexane, CH,Cl,,
EtOAc and butanol, respectively. The hexane extract
t16.0 g) was chromatographed on a silica gel column
eluted with a hexane: EtOAc gradient. After monitor-
ing by TLC, fractions were combined and re-chromat-
ographed as described above, affording three solids,
which were first denominated T (30 mg), 1T (80 mg) and
111710 mg).
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08000
07000
0.6000
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w4000

0.3000

0.20008
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Solids II and III gave positive reaction with sulphuric
anisaldehyde and other reagents, and appeared one
spot on TLC (system: hexane-EtOAc 7:3). Further
analysis of spectral data (IR, 'H- and “C-NMR) and
high resolution gas chromatoghaphy (HRGC) or
HRGC/EM techniques by co-injection with authentic
samples, allowed us to conclude that compound 1 is n-
hentriacontane whereas I1 is a mixture of phytosterols
contatmng  B-sitosterol  178.39%;,  stigmasterol
(16.35%), campesterol {3.77%" and an addinonaj un-
dentified stero! 11.49%. Solid Il was identificd as a
mixture of triterpenes, a-amyrin (48,93%) and B-amy-
rin (51.07%). All spectroscopic data are identical ro
those reported in the literature (Seo et al., 1975; Chan-
dler et al., 1982).

The constituents present in EtOAc and butanol frac-
tions were analysed by TLC, according to the previous-
ly described methodology (Marini-Bertélo et al., 1981;
Ugaz, 19941,

HPLC-fingerprint analysis

The alcoholic extract of A. moluccana was analysed by
HPLC-fingerprint, using a Beckman-166 apparatus.
The extract was dissolved in methanol {10 mg/ml), fil-
tered and analysed {injection volume of 10 pl} through
a reversed phase, C-18 column with water-methanol
80:20 v/v at a flow rate of 1 ml/min using U.V. detector
at 300 nm (Fig. 1.

0.1

66 3.0 40 60 80 100

12,0 14,0
(win)

6.0 18.0 20.0 22.0 24.0 26.0

Fig. 1. HPI.C profile of alcoholic extract of A. moluccana leaves. Chromatogaphic conditions: experimental part.




Preliminary phytochemical and pharmacological studies of Aleurites moluccana leaves

Pharmacological analysis: Abdominal constriction
response caused by intraperitoneal injection of dilute
acetic acid

Male Swiss mice, 25 - 30 g, were kept in a tempera-
ture controlled environment (23 = 2 °C) with a 12-h
light-dark cycle. Food and water were freely avail-
able. The abdominal constriction resulting from intra-
peritoneal injection of acetic acid (0.6%), consisting
of a contraction of the abdominal muscle together
with a stretching of hind limbs, was carried out ac-
cording to procedures described previously (Collier et
al., 1968; Santos et al., 1994). Animals werc pretreat-
ed with the extracts or compounds through intraperit-
oneal administration (1~ 30 mg/kg) 30 min prior to
acetic acid injection. Control animals received a simi-
lar volume of 0.9% NaCl (10 ml/kg). All experiments
were carried out at 20 — 22 °C. After challenge, pairs
of mice were placed in separate boxes and the num-
ber of abdominal constrictions was cumulatively
counted over a period of 20 min.

Statistical Analysis

The results are presented as mean = s.e.m., and the sta-
tistical significance between the groups was analysed
by means of analysis of variance followed by Dunnett’s
multiple comparison test. P values less than 0.05 were
considered as indicative of significance. When appro-
priate, the ID g values (the dose of extract that reduced
responses by 50% relative to control value) were esti-
mated by graphical interpolation from individual ex-
periments.

# Results and Discussion

In order to investigate the analgesic activity of A. mo-
luccana, a hydroalcoholic extract (HE) prepared from
the leaves was investigated for inhibitory effect on ace-
tic actd-induced abdominal constriction. As can be seen
in Fig. 2, this extract, given intraperitoneally (3 to 60
mg/kg) exhibited potent and dose-dependent antinoci-
ceptive effect against acetic acid-induced writhing re-
sponse in mice. The mean ID;, value was 9.5
(5.9-15.4) mg/kg with a maximal inhibition of
88 = 4%. These promising results led us to investigate
this plant in more detail, in order to isolate and identi-
fy the phytoconstituents responsible for the indicated
pharmacological effects.

Thus, we have prepared another extract (ethanolic)
of A. moluccana leaves, which was successively parti-
tioned with solvents of increasing polarity, ie hexane,
dichloromethanc, ethyl acctate and butanol. Since the
hexane soluble fraction yielded approximately 15-fold
more than all other extracts, and exhibited a significant
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analgesic activity (results not shown), it was selected
for phytochemical analysis.

The extract was chromatographed on a silica gel col-
umn eluted with increasing amount of EtOAc in hex-
ane. After fractionation, three white solids were ob-
tained and denominated as I, II and III. The purity of
each was first verified TLC.

Spectral data (IR, H'-NMR) of compound [ indicat-
ed only the presence of carbon and hydrogen atoms
and the use of GC/MS confirmed to be a saturated hy-
drocarbon, n-hentriacontane (1), which is a well-
known alkane present in several plants of the family
Euphorbiaceae, particularly in species of Euphorbia,
Colliguaja and Argytamnia (Gnecco et al., 1996). This
compound was recently reported to be a potent anti-tu-
mor agent {Takahashi et al., 1995).

A
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Hydroalcohelic extract of A. moluccana (mg/kg, i.p.)

Fig. 2. Effect of the hydroalcoholic extract obtained from A.
moluccana leaves, against acetic acid-induced abdominal
constrictions in mice. Each column represents mean = s.e.m,
of eight to twelve experimental values. ** Significantly differ-
ent from controls; P < 0.01.

Table 1. Effect of compounds isolated from A. moluccana
leaves, aspirin and paracetamol, against acetic acetic-induced
abdominal constrictions in mice.

Compound Inhibition (%)
n-hentriacontane 94 + 6
o and B-amyrin 84+ 3
B-sitosterol 5442
stigmasterol 42 + 1
aspirin 3522
paracctamol 38=1
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Solids 11 and I showed positive reactions with sul-
phuric anisaldehyde and Liebermann Burchard re-
agents, suggesting them to be sterols or terpenes :Mari-
ni-Bettolo et al., 1981; Ugaz, 1994:. Further spectra:
analysis, espeaially "'C-NMR, indicated the presence ot
at least two compounds. The use of HRGC or
HRGC/MS rechniques revealed a mixture containing
mainly [B-sitosterol, stugmasterol and campesterol.
Moreover, spectral data were identical to those report-
ed previously (Aragdo et al., 1990; Ikan, 199111, Al-
though these phythosterols are common constituents of
higher plants, we have recently reported their analgesic
properties in several models of pain in mice (Niero,
1993; Santos et al., 1995b). These compounds, in addi-
ton to tannins and flavonoids, are responsible for the
analgesic etfects ot other members of Euphorbiaceae,
particularly those belonging to the genus Phyllanthus
(Santos et al,, 1994, 1995a,b; Miguel et al.,, 1995,
1996; Cechinel Filho et al., 1996). Other studies have
shown that such phytosterols, besides antinociceptive
actions, exert potent artinflammatory action against
carrageenan and cotton pellet induced oedema in rats,
the ctfect being comparable to that of hydrocortisone
and phenylbutazone (Handa et al, 19921,

On the other hand, spectral darta (IR, 'H, C-NMR
and EM: of solid 1T were compatible with those of o
and B-amyrin (Seo et al., 1975; Chandler et al., 1982),
two well-known antiinflammarory triterpenes (Loggia
et al., 1994; Recio et al., 1995}, The use of HRGC in-
dicated similar amounts of both compournds.

In order to investigate if n-hentriacontane and triter-
penes contribute to the analgesic activity, we have ana-
lysed them tor inhibition of acetic acid-induced abdom-
tnal constrictions. The results shown in Table 1 suggest
a ID¢. lower than 10 mg/kg. Henrmacontane and the
triterpenes inhibited the constrictions by 94 = 6 and 84
x 3%, respectively. In contrast, aspinn and paraceta-
mol, two well-known nonsteroidal antiinflammatory
drugs caused an inhibition of 35 = 2% and 38 = 1%,
respectively (Cechinel Filho et al.; 1995}, These results,
together with results previously reported (Niero, 1993;
Santos et al., 1995a) strongly suggest that n-hentria-
contane as well as phytosterols and triterpenes may be
responsible, at least in part, for the analgesic activity
demonstrated by hydroalcoholic and hexane extracts
ot A. moluccana leaves.,

[t 1s interesting to mention that moluccanin :Sham-
suddin et al., 1988 and the triterpenes moretenone and
moretenol <Hur and Ho, 196%:, substances previously
isolated from A, moluccana, were not observed i our
investigation. This suggests that environmental factors
mayv be acting on the plant.

We have also examined the chromatographic profile
of the ethyl acerate and butanol fractions of this plant
by TLC, using specific reagents {(Marini-Bettdlo et al.,

30%

1981; Ugaz, 1994). The results indicated the presence
of phenolic compounds, parricularly flavonoids, and
the absence of alkaloids. Preliminary HPLC analysis
showed one main peak, but it was not yet identfied
(Fig. 11,

Finaliy, our results showed that extracts obrained
from A. moluccana leaves exhibit analgesic properties,
which are mainly related with the presence of n-hentri-
acontane, phytosterols and triterpenes in hexane frac-
tion. Further studies are now in progress in order to
isolate and 1dentify other possible active principles
present in the plant.
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Chitin. Swertisin and 2”-O-rhamnosylswertisin

This paper describes a comparative study using dif-
terent chromatographic supports (fully N-acetylated chi-
tin, chitin and silica gel) to separate the flavonoids
swertisin and 2"-O-rhamnosylswertisin from Aleurites
moluccana. The results show that the flavonoids have
apparently been scparated by the hydrogen bond be-
tween the stationary phase (chitin and chitin-100) and
{flavonoids under the conditions studied.

Introduction

Aleurites moluccana L (Willd) (Euphorbiaceae).
known in Brazil as “Nogueira-da-India™. is fre-
quently used in folk medicine to treat fever. head-
aches. tumors, diarrhea and asthma (Duke. 1991;
Mevre-Silva er al., 1997; Mcyre-Silva et al.. 1998).

Chitin, which is perhaps the second most impor-
tant natural polysaccharide, is a straight copoly-
mer composed of § (1.4)-linked GIlcNAc units
{85%) and § (1.4)2-amino-2-deoxv-p-glucose units
(15%) with a three-dimensional a-helical configu-
ration stabilized by intramolecular hyvdrogen
bonding . Chitin has a chemical structure similar
to that of cellulose, because of the great variety of
the functional groups present (-OH, -NH, and
-NHCOCHS;), (Rézylo et al, 1988). Chitin is
widely used as chromatographic support for the
separation of flavonoids. biflavonoids, amino
acids. nucleic acids, phenols saccharides (Ro-
drigues e al., 2000: Nahlik er al.. 1985; Rodrigues
et al.. 1998: Rozylo e al.. 1989). On the other the
hand. phenolic compounds can be kept in chitin
column due to the strong interaction between

093945075/ 2002/0900-0957 § 06.00

-NH, free (15%) and OH phenolic (Rodrigues
et al.. 2000).

‘This paper describes the preparation of fully N-
acetylated chitin (¢chitin-100). in order to assess the
mfluence of the remaining -NH, groups on the
yield of the flavonoid compound separation. The
new sorbent was applied to chromatographic sepa-
ration of flavonoids swertisin (1) and 2-O-rham-
nosylswertisin (2) [rom A. moluccana cxtract,

Material and Methods
Plant material

Leaves of A moluccana were collected in Ttajai,
in the state of Santa Catarina, Brazil, in February
1998, and identified by Dr. Ademir Reis. A
voucher specimen was deposited at Barbosa Ro-
drigues Herbarium (Itajai) under number VC
Filho 001.

The methanolic extract was obtained after mac-
cration with mcthanol (51) at room temperaturc
for 10 days (812 g dried leaves). The extract was
concentrated and then successively partitioned
with hexane, dichloromethane, and ethyl acetate,
respectively. The ethyl acetate fraction. which
vielded the flavonoids. verified by TLC, was dried
at room temperature to give a brown residue
(1.6 g).

Preparation of the starionary phase

Chitin flakes (85% N-acetvlation) were ob-
tained 11 NIQFAR laboratories according to the
method of Rinaudo er al. (1993). The material was
ground and sieved and fractions with sizes of be-
tween  43-100 um used the chromato-
graphic column,

Chitosan (76% N-desacetylation) was obtained
through basic hydrolysis of chitin according as
previously described Rinaudo er ol (1993). The
material was ground and sieved and fractions with
sizes of between 43-100 um were used for the
preparation of the chromatographic column.

The N-acetylation of chitosan lead to fully N-
acetylated chitin. Complete N-acetvlation was
achieved under heterogeneous conditions using a
binary mixture of methanol/formamide and acctic
anhydride. 20 ¢ of chitosan (0.12 mol) was main-

were
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tained by surring with acctic anhydnide 25¢
(0.25 moby m 200 ml of methanolformamide 30:30
for 4 h. The resulting solid was exhaustively and
successively washed with methanol and acetone to
remove the excess of the acetic anhvdride, and
dned under vacuum at room temperature. The

maierial obtaned was characierized by mitared
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Notes

bent. In this case. the interaction between group
OH of the silica and OH of the compositions is
very strong. resulting in the retention of the phe-
nolic compounds in the column. The unexpected
results when we compared the yields of the two
flavonoids can be explained. since the 2°-O-rham-
nosylswertisin is more abundant in A. moluccana
{Meyre et al., 1999).

Our results show that the {lavonoids swerlisin
and 2"-O-thamnosylswertisin have apparently
been separated by the hydrogen bond between the
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stationary phase (chitin and chitin-100) and flavo-
noids under the conditions studied. The results
should be informative for improving the yield of
the other phenolic compounds present in medici-
nal plant extracts.
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