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RESUMO X

A presente dissertagéo descreve o isolamento e a
elucidagEo estrutural de constituintes quimicos presentes
nos extratos em acetato de etila e em metanol de Vernonija

eremophila (Vernonieae, Asteraceae), bem como os resultados

de ensaios biologicos e/ou farmacoldgicos realizados com
extratos brutos, substancias isoladas e produtos de rea§5es
de uma dessas substancias.

Do extrato em acetato de etila foram Isoladas as
lactonas sesquiterp€nicas: glaucolido-B, 8 - acetoxi-2-
-epi-vernomargolido, 8« - hidroxi-2-epi-vernomargolido-1,4-
-ciclosemiacetal e o flavonol 3,7-dimetoxi-5,3",4"-triidro-
xiflavona. A substancia 8 «- acetoxi-2-epi-vernomargolido
nao foi reportada anteriormente na literatura.

Do extrato em metanol foi tambem isolado o flavonol
3,7-dimetoxi-5,3",4"-triidroxiflavona.

O isolamento dos constituintes quimicos foi efetuado
empregando-se tetnicas cromatogré?icas, enquanto a elucida-
gEo estrutTrallgnvolveu metodos espectroscdpicos usuais (IV
UV, RMN de H e C e EM).

Foram realizados ensaios para avaliagﬁo de atividade
antimicrobiana frente a alguns microorganismos; atividade
moluscicida sObre formas adultaseembridoes de Biomphalaria
glabrata; atividade sobre Ihrypanosoma c¢yruzij, atividade

antinociceptiva e atividade anti-edematogénica.




ABSTRACT xi

This dissertation describes the isolation and struc-
tural elucidation of the <chemical constituents present
in the ethyl acetate and methanol extracts of Vernonia
eremophila (Vernonieae, Asteraceae) as well as the results
of biological and/or pharmacological tests carried out on
crude extracts, isolated substances and reaction products
obtained from one of these.

From the ethyl acetate extract,were isolated the
sesquiterpene lactones, glaucolide-B, 8 o« - acetoxy-2-epi-
-vernomargolide, 8 «- hydroxy-2-epi-vernomargolide-1,4- ci-
clohemiacetal and the flavonol 3,7-dimethoxy-5,3",4"-trihy-
droxyflavone.The substance 8 £-acetoxy-2-epi-vernomargolide
has not previusly reported in the literature.

From the methanol extract,the flavonol 3,7-dimethoxy
-95,37,4"-trihydroxyflavone was also isolated.

The isolation of the chemical constituents was car-
ried out using chromatographic techniques while the struc-
tural elucidation involved spectroscopic methods (IV,UV,lH,
and 1% NMR and MS). i

Tests were carried out to evaluate antimicrobian

activity against several microorganisms;molluscicidal acti-

vity against adult and embryonic forms of Bjiomphalaria

glabrata; activity against the parasite Jrypanosoma cruzi

as well as antinociceptive and anti-edematogenic activity.
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A preparagéo de alimentos,corantes e medicamentos,

entre outros, sdo exemplos da utilizagﬁo pelo homem, dos
produtos naturais de origem vegetal e animal. Entretanto,
pode-se dizer que somente com o desenvolvimento de metodos
de separa§50 e purificagio de substancias, passou a exis-
tir efetivamente uma quimica de produtos naturais.
Paralelamente, o desenvolvimento das tecnicas de
analise estrutural, antes realizada principalmente por de-

gradagéo quimica, permitiu que estruturas mais complexas
fossem elucidadas.

Desta forma, '@ medida que os metodos espectrosco-
picos de analise foram sendo aperfeicoados, um nimero cada
vez maior de substancias foi sendo analisado e identi-
ficado, hoje estima-se que este ndmero esteja por volta
de 30.000 (1).

Entre as varias familias do reino vegetal, a Aste-
raceae e”sem duvida uma das maiores,dividida em 13 tribos,
com mais de 1.000 gé€neros e cerca de 23.000 espeCies
(2,3,4), sendo o Brasil considerado uma das regioes de
dispersao de espe%ies desta fam(lia.

Espé%ies de Asteraceae foram e vem sendo muito
utilizadas na medicina popular. Sao citadas na literatura
como drogas espasmolfticas,antiinflamatdrias, coleréticas,
anti—hepatotd&icas,antibid%icas,Fungistéticas, virostaticas
e anti-helminticas (5,6,7).

Sob o ponto de vista economico, plantas desta
familia tem sido muito utilizadas como plantas ornamentais
(8,9), alimento (6,8), plantas aromaticas (9), inseticidas

(9), fontes de borracha (9) e madeira (8).
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Uma das treze tribos que compOem a familia Astera-
ceae e a Vernonieae,que possue cerca de 70 géneros e 1.300
especies, dentre estas, cerca de 1.000 sao do genero Verno-
nia e boa parte encontra-se no Brasil (8,9,10).

Uma das caracteristicas deste género e” a grande
frequéncia de ocorréncia de lactonas sesquiterpénicas,
em suas espe%ies, principalmente da classe dos germacra-
nolidos. Especies do Novo e Velho Mundo (Amé}ica e Africa)
podem ser distinguidas com base na sua complexidade das
estruturas destas lactonas, pois as especies do Novo Mun-
do sdo mais simples (9). Outra caracteristica € a diver-
sidade encontrada na classe dos compostos flavonofdicos,
pois as especies do Novo Mundo s&o ricas em flavonas e
flavondis, enquanto aquelas do Velho Mundo o s3ao em flavo-
nas. Outras classes de subst@ncias naturais encontradas no
género Vernonia, porem com menor frequéncia sao os diter-
pendides, triterpencides, esterdides e compostos acetile-
nicos,sendo que os alcaldides sao de ocorrénciag limitada.

O fato das substancias naturais apresentarem em
geral, centros quirais bem definidos tem levado um ndmero
cada vez maior de quimicos organicos sintéticos a utiliza~-
-las como material de partida para novas sinteses.

Outros aspectos da quimica de produtos naturais
que tem merecido uma grande atenfﬁo, sao a biossfintese e a
quimiossistematica, desta forma procurando esclarecer os
caminhos metabdlicos e a inter—relagéo entre as varias fa-
milias vegetais.

Finalmente, a rapida devastagéo que vem sofrendo

" 4 N
nossa flora, exige dos quimicos de produtos naturais, a
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7 |, . ~ . . . o
max ima dedlca?ao no sentido de determinar a composicao

quimica de nossas especies nativas, antes que verdadeiros

laboratorios naturais desaparecam sob a agﬁo de serras e

machados.
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Os flavonoides contituem uma classe de subst3ncias
bastante difundida na famllla Asteraceae.

Como um dos responsdaveis pela coloragao das flores,
exerce um importante papel no processo de pollnizagﬁo, fun-
cionando como um atraente de passaros e insetos,participan-
do entdo da inter—relagéo entre animais e plantas.Participa
tambem do processo de defesa do vegetal sob a forma de fi-
toalexinas (43).

Estas sustancias sdo encontradas principalmente em
plantas superiores,mas foram isoladas tambem em pequena
proporgéo em plantas Inferlores,musgos € em alguns fungos,
mas estdo ausentes em algas e bact€rias (11).

Os compostos flavonoidicos sdo de origem biossinte-
tica mista, possuindo invariavelmente uma unidade basica de

C ,que provem biogen€ticamente de trés unidades de acetato
5
(C ) e uma unidade de fenilpropano (C -C ) derivada do chi-
6

quimato, apresentando portanto um esqueleto do tipo

C -C =C .
6 3 6

A fenilalanina da  origem ao acido p-coumarico, o

qual se condensa com trés unidades de C ,provenientes do a-

cetato para produzir as chalconas, que parecem ser as pre-
cursoras de todos os outros esqueletos flavonoidicos exis-

tentes (12,14). Esquema 1 (12 e 13).
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Por muito tempo, houve dJ@ldas quanto a Identidade

atual da unidade blologica de C . Um ndmero consideravel de

5
acidos e aldeldos de ocorrencia natural com g , era tido
como posslvel precursor dos Isoprendides.
H
\\\\
Y <ltS CHO
3-met|lbutanal 3-metilbutil-2-enal
acido 3-metilbut -2-endico acido 2-metilbut -2-(E)-
(dcido dimetil acr(lico) -endlco (atldo tlglico)

acldo 2-metilbut-2-(Z)-endico
(acldo angelico)
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Alguns destes compostos sao formados de fato, como

produtos paralelos ao longo do caminho blossintetico prin-
cipal dos lIsoprendides.

O primeiro maior avanco velo com a descoberta do
acldo mevaldénico(MVA)[4] como o precursor geral para a

formacao dos terpencides.

(4]

Sua formacao na celula, e  mostrada no esquema
2 (12,14)
ESQUEMA 2
O SHT
0/~ '
N\e-jC-SCOA
“CHLOSCuA

NADPH
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Uma dupla condensagéo, primeiro do tipo Claisen e

posteriormente aldolica,entre moletulas de acetil-SCoA, le-
vama Formagﬁo do acetoacetil-SCoalll, e 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-SCoA[2], HMG - SCoA. Seguem-se entao duas redug6es
irreversivels, via hemitio-acetal [3]1 para produzir o aci-
do mevaldnico (3R)-MVA[41, O aCido mevaldnico possui um
centro quiral no C e so”o enantiomero 3R por ser biolo-
gicamente ativo,e“utilizado na biossintese do isoprendide.
0 MVA e“entdo fosforilado, e o MVA-5-pirofosfatol[5] e“des-
carboxilado e desidratado, formando o pirofosfato de iso-
pentenila IPP [61, que e entBio isomerizado a pirofosfato de
dimetilalila DMAPP [71].

Essas duas unidades de C ativadas sao os equiva-

lentes bioldbicos do isopreno,sendo os isoprenéides ou ter-
pendides, produtos da sua uniao, (IPP + DMAPP), esquema 3

(12)



ESQUEMA 3

: 011
V\e
He +
OPP -~ L
\ // N OPpPp
DMAPP 7]
IPP 6
\L 1PP
Me
% L3
4 A Me N
- L _ Ipp [ l Opp
M, = ///EQQQ i
g 2
O pp ceranil PP —= monoterpenos
farnesil PP —= sesquiterpenos
+1PP
diterpenos
(Cog)
triterpenos .

e esteroides (C30)

\l/HPP

tetraterpenos
carotenoides (C40)

geranil-geranil

Entre as estruturas sesquliterpénicas, foram re-
conhecldas mais de cincoenta tipos de esqueletos basi-
cos, os quais podem ser formados a partir do cls,trans-
-farnesil PP[(8] ou trans,trans-farnesil PP[9] ou ainda ne-

rolidil PPL10]; conforme o esquema 4 (12).



ESQUEMA 4 012

&oe carjofileno

N

germacreno huruleno y- bisaboleno

carotano
Para a formagao do grupo carboxll, originando as
lactonas sesquiterpenicas,o reslduo isopropil admite varios
estados de oxidagﬁo na sua blossfintese, como e mostrado no
esquema 5 (15). E esta lactonlzafao pode se dar tanto no g

como no C ,com fechamento do anel lactonico em cls ou trans.
8
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1) - Introdugao de oxigénio no anel
2) - Oxidagﬁo



1.3-LACTONAS SESQUITERPENICAS. ol

O interesse pelas lactonas sesquiterpénicas tem
aumentado consideravelmente, nao so entre os quimicos, mas
tambem entre os blologos, face a sua diversidade estrutural,
0 que possibilita uma serie de transformagﬁes quimicas,
‘as diferentes atividades biologicas e a importancia como
marcador quimiossistemgtlco.

Estas substancias,mesmo sendo encontradas em outras
famflias, como Umbeliferae e Magnoliaceae (16),podem ser
consideradas como caracteristicas de Asteraceae, pois a
grande maioria das estruturas conhecidas foi isolada desta
familia (4).

Com o desenvolvimento dos metodos de andlise espec-
troscébicos, aumentou consideravelmente o ndmero destas es-
truturas descritas na literatura, atualmente por volta de
2.500 (17).

As lactonas sesquiterpenicas sao compostos geral-
mente estaveis, lipofilicos e de maneira geral, sao respon-
saveis pelo sabor amargo de alguns vegetais.

Com relagﬁo a atividade biologica, as lactonas ses-
quiterpenicas podem ser consideradas como tendo: atividade
citotoxica e anti-tumor (1,18),anti-helmintica (19), anti-
bictica (1,19), alergénica (1,19) e deterrente (20) entre
outras.

Para muitos autores, a atividade bloldblca destas
substancias esta” relacionada com a presenca do grupamen-
toE~—butirolactona-oa—meti18n|co, devido a uma possivel re-
afao de adigEo do tipo Michael,onde este grupo funcionaria

como um forte agente alquilante em centros nucleofilicos de
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sistemas bioldbicos, tais como grupamentos sulfidrllicos
(1,21).

Entretanto,esta proposlgﬁo de mecanismo de agﬁo
ainda ndo e“esclarecedora, pois sao conhecidas algumas su-
bstdncias,que apesar de nao apresentarem o grupamento -bu-
tirolatona- o« -metilénico, tambem apresentam atividade bio-
logica.

Dentre as lactonas sesquiterpénicas,o tipo mals co-
mun e” o germacradienolido, o qual esta subdividido em: a)
germacrolidol11] isomero trans,trans, formado ‘a partir da
cicllzagao do precursor trans, trans-farnesil PP, b) cis,
cls germacradienolido [12], c¢) cls, trans-germacradlenollido
(melampolido)(13] e d) trans,cls-germacradienolido (hellan-
golido) [141. Ate” recentemente,a clcllzagEo do trans, trans-
farnesil PP, era assumida como sendo o primeiro pésso blos-
sintético para a formagéo de todos os esqueletos do tipo
germacrano. No entanto, com a presenga destes outros - tipos
isomericos, fica a duvida se a Isomerizacdo da dupla ligagao
ocorre antes ou depois da clcllzagEo. Se ela ocorrer antes,
indica que o trans,trans-farnesll PP nao e o unlco precur-

. o~
sor das lactonas sesquiterpenicas do tipo germacrano.

(131 [14]
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Sao mostrados a seguir,os possiveis passos biossin-
teticos para a Formagﬁo da maior parte dos tipos de esque-
letos de lactonas sesquiterp€nicas da familia Asteraceae.
Esquema 6 (4).

[(15] Germacrolido,[16] Melampolido,[17] Heliangolido
(18]cis,cis-germacradienolido,[19]Eudesmanolido,[20] Guaia-
nolido,[21] Ambrosanolido,[22] Helenanolido,[23] Eremofila-
nolido,[24] Elemanolido, [25] Secogermacranolido,[26] Seco-
eudesmanolido,[27] Xantanolido,[28] Secoambrosanolido,[29]
Secohelenanolido,[30] Norpsilotropin,[31] Bakkenolido,[32]
Pseudoguaianolido, [33] Secopseudoguaianolido,[34] Nor-hele-
nanolido,[35] Chrimoranolido,[36]Tricosalviolido,[37] Disi-
hamifolido, [38] Bourbonolido,[39] Neohelenanolido,[40] Ca-
dinanolido,[41] Vernomargolido,[42] "Quing Hau Sau".
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Constituiam objetivos para elaborag&o do presente
trabalho:
Isolar e elucidar as estruturas de componentes quimi-

cos da Vernonia eremophila Mart.

Submeter extratos brutos e sustancias isoladas a ensai-

0sS para avaliagﬁo de atividades biologica e/ou farmaco-

logica.

Com as substancias mais abundantes, pretendia-se reali-
zar modificagBes estruturais, visando avaliar as alte-

racoes das atividades biologicas e/ou Farmacold@icas.
)
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F—-DESCRICAO DO VEGETAL
VUERNONIA EREMOPHILA MART.
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O vegetal encontra-se descrito na Flora Brasilien-

sis (22), da seguinte forma:

"Subarbusto muito ramificado,ramos sempre com pilo-
sidade velutina castanha; folhas subseSseis estreitamente
lanceoladas, inteiras, planas algo coriaﬁeas,coberta de pi-
losidade castanho-acinzentado; capftulos pequenos, cerca de
10 flores dispostas mais ou menos espagadas, formando uma
panicula escorpidide, sesseis, com bracteas bem evidentes;
invdlucro escamoso 4-5 seriado, as do interior lanceoladas,
as do exterior deltdides, sempre agudas, ascendentes, com o
dorso com pilosidade velutina; aquénios vilosos; papus es-
branquigados, as cerdas do interior 3-4 vezes maiores que
as do exterior.

Ramos sulcados, firmes, totalmente cobertos com pi-
losidade castanha. Folhas firmemente membranaceas, as infe-
riores cerca de 3-4 polegadas de comprimento e 3-4 linhas
de largura na metade e com base e aBIce subagudos, coberta
de pilosidade brancacenta, diminutamente pontuada de resi-
nas.Capitulos esparcamente cimeiras escorpi&]des ,solitari-
os com uma bractea lanceolada cerca de 1 polegada de com-
primento.Envdlucro campanulado cerca de 4 linhas de compri-
mento, escamas agudo lanceoladas ate” acuminadas do exterior
menor na parte do dorso com pilosidade sericea castanha.Co-
rola cerca de 4 linhas de comprimento, branca, sem pé€los.
Aquénios curtos,densamente vilosos. Papus brancacentos cer-
ca de 2 1/2 - 3 linhas de comprimento, cerdas do interior
cerca de 40, subpersistentes. Habitat em Minas Gerais, cam-

pos arenosos".
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO.
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4.1-ANALISE DA SUBSTANCIA V.E.A.

O fraclonamento em coluna cromatogré?lca da fase em
acetato de etila obtida por tratamento do extrato bruto
Pprimelramente com hexano e depois com acetato de etila,
forneceu uma subst@ncla de consisténcia oleosa que foli
cristalizada em metanol.

Esta substdncia codificada como V.e.A (3,28g), apos
recristalizagﬁo em hexano/acetato de etila, apresentou
intervalo de fusao de 130-132°C e peso molecular 438 obser-
vado no espectro de massas de balxa resolugﬁo(Flg.4).

As bandas_?e absorgéo no espectro de IV (fig i%
em 1770 e 1220 cm e os sinals do espectro de RMN - C
(fig 3) em 169,4, 162,0 e 125,1 ppm permitiram inferir da

existéncia de um grupamento ¢ -butirolactona - o @ - Insa-

turado com a dupla llgagﬁo endoclclica tetrasubstitulda(es-
1 %

trutura I). Esta conclusao pode ser felta visto o espectro

1
de RMN H (fig.2) nao apresentar o duplo dubleto caracter(s-

tico da dupla ligaggo exocicllica (44).

R\ /’R

Estrutura I

A presenga de um grupamento carbonila cetonico na

molecula e”sugerido atraves dos espectros de IV pela banda
-1 13
de absoron em 1720cm e de RMN- C, pelo sinal em 207,0

Ppm. 1
A banda de absorgEo em 1735 cm no espectro de IV
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e os trés singletos com deslocamento quimico de 2,05, 2,10

e 2,15 ppm, com intensidade de 3 prétons cada, no espectro
de RMN-IH, indicam a presenga de tre€s grupamentos acetato
na molecula. Esta lndlcagio 1gode ser verificada tambem
atraves do espectro de RMN- C, pelos sinals em 169,6,
169,8 e 170,4 ppm (45).

Nota-se tambem, no espectro de IV, bandas de absor-
gio em 935 e 805 c;l , sugerindo a presenca de um grupa-
mento epoxido na molecula, evidéncia que tambem pode ser
obtida atraves do expectro de RMN-13C, pelos sinals em

54,9 e 58,5 ppm.
1
No espectro de RMN- H, observa-se ainda dois sin-
gletos com deslocamento quimico de 1,50 e 1,60 ppm,atribul-

dos a dolis grupamentos metila presentes na moletcula.

1
Na regiao de 4,70 a 4,90 ppm, no espectro de RMN- H

podem ser observados os prdlons ligados aos C , C e C .
13 6 8

Assim sendo, atraves das analises conjuntas dos es-
pectros de IV, RMN—13C e 1H, comparados com dados encontra-
dos na literatura (23-25,47,50) propoe-se a estrutura II,
como sendo a da subst@anclia V.e.A,descrita na literatura co-
mo glaucolido-B. Ela fol isolada anteriormente de algumas

especles de Yernonja e recentemente em nossos laboratdrios

da Vernonia fruticulosa Mart. (26).

T Estrutura II
Glaucolido-B.
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4.2-ANALISE DOS PRODUTOS DAS REACOES DE HIDROGENAGAO/HIDRO-
GENGLISE DO GLAUCOLIDO-B.

Como foi citado nos objetivos, pretendia-se reali-
zar modiflca96es estruturais com as substancias Isoladas
em maior quantidade, visando avaliar as altera93es das ati-
vidades bioldgicas.

Hoffman e Rabli (1) e Kupchan et al (21), relataram
que a atividade bioldgica das lactonas sesquliterpénicas es-
ta relacionada com a presenca do grupamento 5 -butirolacto-
na- « -metilenico . . Em wvista disto, preten-
deu-se modificar a estrutura lact®nica do glaucollido-B,
transformando-o na estrutura III para observar a atividade

blologlica do composto formado.

-~

Glaucolido-B Estrutura III

Usando-se PtO como catallizador, fez-se uma reagio
2
de hldrogena?EolhIdrogenéllse com parte do glaucolido-B.

Apds a purlificagdo, obt8ve-se duas substdnclas co-

dificadas como glaucolido-B-H e glaucolido-B-H
1 2
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4.2.1-ANALISE DO GLAUCOLIDO-B-H .
1

Um dos produtos da reagdo, apds a recristalizag%o
com hexano/acetato de etila, apresentou-se como um sdlido
cristalino (80 mg) com intervalo de fusao de 142-144°C e

foi codificada como glaucolido-B-H .
1 1
Analisando-se o espectro de RMN- H (fig.6) do glau-

colido-B-H , pode ser observado o desaparecimento de um dos
grupos aceiato, o que levou a conclusao da ocorréncia da
reag%o de desacetllagio proposta.

Nota-se tambem, que o multipleto centrado em 4,90
ppm no espectro de RMN 1H do glaucolido-B (fig.2) com wuma
intensidade de quatro protons, relativosaos dois prélons do
C , umdo C e um do C

18 6 8

de dois prdtons, relativosa um no C , e outro no C .
6 8

, aparece agora com uma intensidade

O C , ao sofrer a hidrogendlise foi transformado
13

em uma metila vinilica, consequentemente os protons fo-
1
ram deslocados no espectro de RMN- H para campo mais alto,

aparecendo em 1,95 ppm como um dubleto (3H,J=2,5Hz), aco-

plando homoalilicamente com H ou H , (fig.7).
6

O intervalo de fusao, obtido para o glaucoli-
do-B-H , e bastante coerente com aquele descrito na litera-
tura p;ra o 13-desacetoxi-glaucolido-B que e~ de 146-148°C
(26,27). Consequentemente, pode-se afirmar que a substancia
codificada como glaucolido-B-H corresponde ao 13-desaceto-

1
xi-glaucolido-B (Estrutura IV).
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4.2.2-ANALISE DE GLAUCOLIDO-B-HZ.

O outro produto da reagio tambem fol recristalizado
em hexano/acetato de etila,fornecendo 170 mg de uma subs-
tancia cristalina, codificada como glaucolido-B-H .

- | 1 2

Atraves da analise do espectro de RMN- H (fig.9 )
pode-se concluir que ocorreram reagGes de hidrogendlise de
um grupo acetato e de hidrogenagﬁo da dupla ligagio entre
C -C . Na verdade, foi obtida uma mistura de diasteroiso-
eroi?uma vez que pode ser observado no espectro de RMN 1H,
como esperado, algumas altera§5es no perfil do mesmo. Pode-
-se notar que os protons do C aparecem como um dubleto
mal resolvido, em 1,28 ppm. Aigh disso, parece viavel a e-
xisténcia de outro dubleto centrado em 1,20 ppm,parcialmen-
te sobreposto.

Observa-se tambem, no espectro de RMNlH um duadru-

pleto relativo ao proton ligado ao C em 4,12 ppm, bem co-

. 11
como os sinais dos protons ligados ao C em 3,40 ppm(duble-
7
to) e aquele do C e C respectivamente em 5,50 e 4,40 ppm,

6 8
sendo que os sinais destes dois ultimos aparecem mal resol-

vidos (figs.9,10-12).

S3o observados tambem dois singletos em 2,00 e 2,10
ppm, relativos a duas metilas do grupamento acetato, e dois
singletos em 1,50 e 1,65 ppm,relativos a duas metilas liga-
das a C e C .

4 10

7 I d 1

Portanto,apos a analise do espectro de RMN- H, che-

gou-se a conclusao de que esta substancia corresponde ao

13-diidrodesacetoxi-glaucolido-B (Estrutura V), (27).



Estrutura IV
13-desacetoxi-glaucolido-B

H O O\/
Estrutura II Pt

Estrutura V
13-diidrodesacetoxi-glaucolido-B

Nao foram realizadas as reagGes posteriores para se
obter o anel lactdnico com a dupla ligagdo exocfclica, wuma
vez que as quantidades de 13-desacetoxli-glaucolido-B e 13-
-dihidrodesacetoxi-glaucolido-B eram insuficientes pgra se-
rem submetidas a ensailos biologicos e prosseguir com as

reagaes.
4.3-ANALISE DE V.E.B

Esta substancia, codlificada com V.e.B, foi Isolada
a partir do fracionamento em coluna cromatogriflca do ex-
trato bruto em acetato de etila e apresentou intervalo de
fusao de 224-226"C.

A analise do espectro de IV (fig.13), mostra bandas
de absorfﬁo em 820,915,1110,1495 e 1590 ;;, indicativos

4 Pl
da presenca de anel aromatico. Estes valores, aliados a
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existéncia de uma banda de
= ' -1
3.400 cm ,e outra em 1.300 cm, sugerem a presenga de hidro-

absorgao larga, entre 3100 a

xilas fenolicas na moleCula (28).

A presenca de um grupamento y - pirona na estrutu-
ra desta substancia, pode ser deduzida pela banda de absor-
?50, no espectro do IV, a 1660 c%l(zg). A partir destes da-
dos, foi proposto ser a substancia V.e.B pertencente a clas-
se dos compostos flavonoidicos.

A analise do espectro de RMN—IH (fig.14), indica a
presenca de duas metoxilas, em 3,80 e 3,90 ppm e hidroxilas
fenolicas em 12,70 e 9,30 ppm.

Estas informagaes, aliadas a presenca de prdtons
aromaticos entre 6,20 e 7,70 ppm e sabendo-se ser o0 peso
molecular igual a 330, atraves de espectro de massas
(fig.16),pode-se chegar a uma provavel formula molecular
C H O para a substancia V.e.B, atribuida a uma estrutura
F}Zvéﬁo?dica com duas metoxilas e tré€s hidroxilas (30).

A analise de espectro de UV desta subst@ncia em me-
tanol (fig.15)deixa evidente a presenca de bandas de absor-
gﬁo do anel A (banda II) com maximos de absorgEo em 2952 e
264 nm e do anel B (banda I) em 357 nm,tipicas de flavondi-
des.

Este ultimo maximo de absorgEo foi um indicativo
que a susbstancia V.e.B fosse um flavonol. Segundo Harbone
et al (31), as flavonas possuem um maximo de absorgﬁo rela-
tivo ao anel B entre 304-350 nm,enquanto que nos flavondis,
esta absorgéo aparece entre 350-385 nm.

Isto tambem pode ser deduzido a partir do espectro

1 >
de RMN-H, ja que nao se observa sinal de um proton vinflico
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que estaria ligado ao C , em caso de tratar-se de wuma fla-
vona (46). ’

Com o intdito de elucidar o padrao de substltuigﬁo
da molecula, foram registrados os espectros de UV na pre-
senca de reagentes de deslocamento, (fig.15).

A analise dos resultados,mostra que com a adigéo de
metox ldo de sddio,houve um deslocamento batocrdmico na ban-
da I de 39 nm, indicando a presenca de uma hidroxila ligada
ao C

4- /

O acetato de sodio, por ser uma base mais fraca,
tende a ionizar significativamente, so”as hidroxllas fend-
licas mais acidas. O fato de nao ocorrer deslocamento da
banda II na presenca de acetato de sdﬁlo, indicou que a hl-
droxila do C , provavelmente estivesse metoxilada (31-33).

QuanZo se adicionou cloreto de aluminio, foi obser-
vado deslocamento batocrOmico, da banda I, de 86 nm. Com a
adigEo de acido cloridrico a esta solugéo,houve um desloca-
mento hipsocromico dessa mesma banda,em relagﬁo ao espectro
com cloreto de aluminio.Ocorreu o aparecimento de uma banda
em 400 nm indicando que alem de uma hidroxila no C , e au-
séncia de hidroxila no C3,tem-se na moleCula um grgpo o-di-

hidroxi nos C e C .
4/ 3/
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Consequentemente, pode-se aflirmar que a segunda me-

toxila esta ligada ao C .

Atraves da anéi?se conjunta dos espectros obtidos

para a substancia V.e.B e comparando-se com os dados encon-

trados na literatura (33-36),chegou-se a conclusao de que a

substancia V.e.B e o 3,7-dimetox1-5,3",4"-trildroxi flavo-
na.

As FragmentagGes do espectro de massas apresentadas

a seguir, (esquema 7) comprovam esta proposta de estrutura.

OH

OH O Estrutura XI
3,7-dimetoxi-5,3",4"-trlidroxiflavona



Caminho 1

m/z 330 (100%)

+
[A + H]
1
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Caminho 2
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Esquema 7
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OH OH
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109 (29, 4%)
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4.4 - ANALISE DE V.E.C.

Esta substancia foi isolada,juntamente com V.e.C ,
do extrato em acetato de etila. As duas substancias foram
separadas e purificadas atraves de recristalizagio.

Aquela denominada V.e.C apresentava-se como sdlido
cristalino,com intervalo de fusao de 205-207°C.Parte do ma-
terial foi enviado ao Prof. J. Mann na Universidade de Rea-
ding para obtengﬁo de espectros de RMN e EM, e o restante,
apo’s obtengEo do IV, foi enviado aos laboratorios para rea-
lizacao de ensaios biologicos. 1

Na Inglaterra foram obtidos os espectros de RMN H
(400MHz,fig.18)sem a realizagéo de desacoplamento de spins
e tambem os dados do fon molecular, obtidos atraveS de io-
nizagéo quimica. Estes dados do espectrometro de massas, per-
mitiram deduzir que a substancia V.e.C possuia fion mplecu-
lar de 372,1663 u.m.a.(correspondente a C H O + NH+).

~ 17 22 8 4

Restaram 4mg de substancia, com tragos de impureza

com a qual foram obtidos espectros de RMNlH(ZOO MHz,figs.19

20),com desacoplamento de spins (Figs.21—24)e13C.Os espec-
tros de RMNlH a 200 e 400 MHz mostraram o mesmo perfil, ex-
ceto pelas impurezas da amostra remanescente. Na analise a
seguir, sao mencionados os valores do espectro em 400 MHz.

Atraves do espectro de IV(fig.17), observa-se ban-
das de absorgﬁo a 1.705, 1.725 e 1.750 c;,relativos a gru-
pamentos carbonilicos de cetona, de ester alifatico e de
lactona u,ginsaturada.

Estes grupamentos tambem sao evidenciados atraves
do espectro de RM&3C(BB,Fig.25)com os sinais a 212,0, 170,5

e 169,5 ppm, relativos aos carbonos carbonilicos dos grupa-
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mentos cetdnico, acetato e lactonagpinsaturada.

Um grupamento acetato esta indicado no espectro
de RMN H(fig.18) pelo singleto em 1,98 ppm.

Os dois singletos em 5,72 e 6,29 ppm, com Intensi-
dade de um proton cada, s@ao indicativos de dois prdtons vi-
nflicos ligados ao C . O fato destes sinais se apresenta-
rem como dois singletgs,e nao como dois dubletos, como nor-
malmente ocorre com as lactonas sesquiterpénicach,P insa-
turadas por dupla ligagﬁo exoclclicas, indica que o C esta
tetra substituido. Pensou-se na possibilidade de haver uma
hidroxila ligada a este carbono, mas esta id€ia foi descar-
tada apd@ observar os espectros de RMhsc BB e DEPT(figs.25,
e 26 ), onde se verifica a existéncia de um sinal em 50,0
ppm no BB, que desaparece no DEPT.Isto € indicativo da exis-
téncia de um carbono quaternario bicfclico, sugerindo assim
que um outro carbono deva estar ligado ao C , originapdo um
esqueleto de lactona sesquiterp€nica nao mu?to comum.

A formula molecular desta substancia indica a
presenca de oito oxigénios. Sabendo-se que <cinco deles
pertencem as FungBes cetona, lactona e acetato, previamente
mencionadas ,pode-se deduzir da existéncia de trés hidroxi-
las ja indicadas no espectro de IV(fig.17).

No espectro de RMNIH(fIg.IB),observa—se dois sinais
singletos com intensidade de tres prgtons cada, em 1,22 e
1,33 ppm, relativos a duas metilas, permitindo inferir que
os carbonos aos quais estas metilas estdao ligadas, nao pos-
suem outros protons.

Um duplo dubleto centrado em 2,05 ppm (1H,J=3,0 e
16,0) e outro dubleto centrado em 2,11 ppm (1H,J=3,0 e

16,0), indicam que estes prJtons estao acoplados entre si,
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por acoplamento geminal, e tambem com o prdlon do tripleto
em 4,55 ppm(1H,J=3,0) o qual esta ligado a0 carbono que pos-
sui um grupamento acetato (fig.21).

Estas conclusBes foram obtidas atraves das cons-
tantes de acoplamento e desacoplamento de spins eletronicos.
Este mesmo raciocinio foi feito com os outros prdlons da
substancia.

Outro duplo dubleto centrado em 2,44 ppm (1H,J=4,0
e 12,5) indica que este prd%on tem um acoplamento geminal
com o prdlon responsivel pelo dubleto em 1,40ppm(1H,J=12,5)
o qual acopla tambem com o proton que aparece como um du-
bleto em 2,77 ppm(1H,J=4,0), 0 qual deve ter <como vizinho
uma carbonila (figs.22 e 23) (49).

O proton ligado ao C , o qual se encontra em posi-
gEo equatorial, deve formar cgm 0 prgton axial ligado ao C
um angulo diedro de aproximadamente 805 consequentemente
nao deve ser observado um acoplamento entre os dois.

O ultimo duplo dubleto que aparece no espectro de
RMNlH (fig.18), centrado em 3,27 ppm (1H,J=5,5 e 7,0), suge-
re que este proton, ligado a carbono carbinJllco, esteja a-
coplado ao prd%on do C ,que aparece como um dubleto em 4,27
ppm (1H,J=5,5) (Fig.24? e tambem acoplado ao proton da hi-
droxila geminal, que aparece como um dubleto em 5,57 ppm
(1H,J=7,0).Segundo Silverstein(24),"hidroxila ligada a car-
bono secundario, quando em presenca de DMSO ou acetona(deu-
terados), podem aparecer como um dubleto acoplando com o
proton geminal no espectro de RMNlH."

Os outros dois singletos, que aparecem em 3,86 e
5,20 ppm, sao provavelmente das outras duas hidroxilas exis-

tentes na molecula.
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7
Atraves das anallses conjuntas dos espectros,prin-

O I'd
cipalmente os desacoplamentos realizados, aliados aos dados
da literatura relativos a uma substancia com estrutura se-

melhante isolada de VYernonlia marginata, (37) pode-se pro-

por uma estruturalXII] para a subst@ncia V.e.C,a qual pare-
ce ser inedita ate’o momento.

Esta proposta de estrutura e” reforcada pelo fato
de ocorrer neste vegetal a substancia glaucolido-B, possi-

vel precursora de V.e.C e V.e.C , como demonstrado na pro-
1
posta de biossintese a seguir.

H
Nl qng )¢ ]
rH

AC
—= =\
LY Voac
. OAC X
\\ -
[T O .
O
O
‘> o 2 . ‘e,
61\07::33'C”“C
O 8 «<-acetoxi-2-epi-vernomargolido

Estrutura XII

A substancia isolada de V. marginata, difere de

V.e.C por apresentar no C o substituinte 8 «<x-tigloxi, e no
8
Cz,o H em B -
A estereoquimica fol definida comparando-se as
1
constantes de acoplamento observadas no RMN H (fig.18) com

o mod€lo molecular, e comparando-se tambem com dados da 1li-

teratura (38).
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4.5 - ANALISE DE V.E.Cl.

Esta substancia foi obtida da mesma Fraon croma-
tografica que 8 occ-acetoxi-vernomargolido(V.e.C), e separada

apds diversas recristalizagEes.Os Cristais apresentaram in-

tervalo de fusdo de 158-160°C.

No espectro de IV(fig.27), observa-se uma banda de
absorgio forte em 1.750 c&} relativa a um grupamento carbo-
nilico de lactona o, 3 insaturada, alem de bandas de absor-
géo de hidroxilas.

Nao sao observadas, no espectro de IV, bandas de
absorgEo de cetona ou de ester alifatico, como ocorre em

V.e.C.

|
Quando da analise dos espectros de RMN H,de V.e.C

1
(figs.28,29e30), pode ser perc§bido que eles tem perfis se-

melhantes aos espectros de RMN H de V.e.C, (fig.18), - mesmo
1
as constantes de acoplamento dos sinais comuns no RMN H de

V.e.C e V.e.C sao muito proximas. Isto sugere que ambas de-
1

vam ter esqueletos semelhantes, porem com alguns substitu-

intes diferentes.

No C de V.e.C nao ocorre grupamento cetdénico co-
1 1
mo em V.e.C, conforme pode ser observado no espectro de IV.

Ao inves do grupo ceto, ocorre um hemiacetal, o que e indi-
13
cado no espectro de RMN C (fig.25)atraves do sinal em 106,0

PPM (37,38).Este dado leva a conclusao que deve ter ocorri-

do uma reagéo entre a hidroxila do C4 e o Cl, resultando na
Formagio de um ciclo-hemiac§ta1.

No espectro de RMN H, obtido apds a adigEo de 020
(fig.29),observa-se na regiao de 3,30-3,50 ppm,um sinal de
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um dubleto (1H,J=5,0), acoplado com o prdton do C em 4,20

6
ppm (1H,J=5,0) e tambem um outro sinal,parcialmente sobre-

posto ao sinal dubleto do:prdlon no E,(IH), indicando a
exlsténcia de outro carbono carbindlico na molecula. Desta
forma, pode-se afirmar que no carbono de V.e.C onde exliste
um grupamento acetato, em V.e.C ocorre uma hidroxila.

Os outros sinais nos eipectros de RMNlH de V.e.C
sao multo semelhantes aos de V.e.C, e as atrlbulgaes de ca1
da sinal ao seu respectivo pr6£on S30 as mesmas.

O espectro de massas de V.e.C nao apresentou o pl-
co do fon molecular,mas sim aquele relétivo a M-18 em 294,
(7,9%)u.m.a(fig.31).

Atraves da anallse conjunta dos espectros, da com-
parag%o com os dados espectrals de V.e.C e dados da 1li-
teratura (37,38), pode-se concluir que V.e.C corresponde a

8o -hidroxi-2-epi-vernomargolido-1,4-cliclosemiacetal(XIII].

Esta substancia fol citada anteriormente como ten-

do sido isolada somente do vegetal Vernonia margjpata(37).

OH

8 «-hidroxi-2-epl-vernomargolido-1,4-ciclosemiacetal

Estrutura XIII
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Fig. 28 - Espectro de RMNlH (80MHz , DMSO—d6 + CDCl3) de V.e.C,,



068

Ho.m.> ap Aon + maooo i @nuowzo “ZHNO08) :szm ap oux3osdsyg - 62 814

gy s e ety
f ) urJ.__\v)i»\)xl/ i .,,,.
f _.. i
!

= |
o= La Hel
2°¢ o
cecl ‘4

e D) e LT




069

T

Otm-> mb ﬁ

‘ZHWO8) H

T

NWH 8p ouaidedsy - 0 °814




e

LR

FAM,

FOG

F

IT-THE

FECTRA PL

<

! = 070
- | I @
“ ! r o«
- | |
K ol r
ol I
17 — | I
[ 1T | |
- l:"lj ‘ r
[} | Y
| ™
i | I ™
= n r
- | |
k- i r
il |
'z bull r
(] m | |
T e T r
Mmooy = N
TY D gD i Jm
W b 0 1l "l ™
oo 1) ol r
oo | |
b= — 1 il
] all [
= ' snsned r
= .m ol |
O ony oW | T
P e 4 i Adoea
[y IR | [
1) i il Ay
ne g (M) | ......“"
-t i vl ol
- = ol i
I | -
;oM I =i
e I (]l
- | — mud[
o n! =Ml D
iz O- | A0 oD
DO i | T
O e i I
s 0 | il
—) | ——
SR S T ) _
S R LI U bl ol (&)
o oo T e v
W= 0l e Th .
(Vo e Il el >
= | L ) "
. 2 | R | - o
) ml \ omntt T°
0T o | eS| =
e B r | n ]
Mmoo ol | mallllif|
T i | btk | 11
N il ol o~
] m | =L
U EPE Ny W o B W R | B | a.g
M- £ iy | =il I ) -
| o) | P71 | p— e
w4 M) v | ——— ]
L o el =l
oo ol sl [
# . o 0ot Al
y | ey
w o | 1
- = I i
w4 2ononl —=iml T
=1 e | N T
[0 ST PR T e 1O |
0 4 ooom r
W o N TR |
L w o« !l , r
— = | |
=R T r
+ M o— il |
H oo o o= | r
P T v ) |




071

4.6 - AVALIA?KO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DOS EXTRATOS VEGE-
TAIS E SUBSTANCIAS ISOLADAS.

4.6.1 - ENSAIO DE ACAO QUIMIOPROFILATICA SOBRE A ESQUISTOS-
SOMOSE .

A esquistossomd&e ainda € considerada como uma das
grandes endeémias que assolam o Brasil,devido principalmente
a persisténcia de higiene precaria e ao frequente contato
com aguas infestadas, o que torna dificil o seu contrdle,
apesar dos esFor?os das autoridades sanitarias.

Para combater o Schistossoma mansoni, trematoda cau-
sador da enfermidade, e’ necessario Inferromper 0 seu ciclo
evolutivo, e isto pode se dar em varios pontos do mesmo,
tais como, tratamento de esgoto, extermfmio do molusco,ou da
cercaria, bloqueio da penetragao da cercaria e medicamento
para tratamento dos doentes. Parece que o exterminio do mo-
lusco, em cole§6es de aguas naturais e artificiais e“um dos

meios eficazes de profilaxia.

4.6.1.1-AVALIA§KO DA ATIVIDADE MOLUSCICIDA SOBRE CARAMUJOS
ADULTOS.

Como pode ser observado na tabela I , somente a su-
bstancia glaucolido-B (V.e.A), apresentou boa atividade so-
bre caramujos adultos,causando 90% de mortalidade na con-
centragéo de 100,0 ppm, e 40X a 10,0 ppm. Entre os extratos
brutos, aqueles obtidos com metanol e acetato de etila,mos-

traram ser ativos a 100,0 ppm.
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O uso de moluscicidas naturals vem sendo Incenti-
vado pela Organizacdo Mundial de Saude, visto que os produ-
tos sint€ticos tem apresentado alta toxlicidade aos seres
vivos do meio ambiente e tambem de custo elevado.

Desde 1933, quando os frutos de Balanltes aegyptla-
ca foram utillzados no contrdle da esquistossomdse,mais de
de 1.000 especles vegetais,de varias partes do mundo, foram
testadas com esta finalidade.

Entretanto, apesar de varias especies terem apre-
sentado alguma atividade,multo pouco se sabe a respelito dos
constitulntes quimicos das plantas responsiVels pela agﬁo
moluscicida.

Entre as substancias mals - ativas, incluem-se os
triterpenos pentacficlicos (saponlnas) (39). Entre os ses-
qulterpen&ldes, algumas lactonas sesquiterpé@nicas foram re-
portadas como altamente toxicas a moluscos (40), sendo que
o helenalin [43] apresentou 100X de atividade moluscicida a
10,0 ppm e 80% a 7,0 ppm em relacdo a Blomphalaria glabrata
enquanto que o damsin [(44] estruturalmente muito semelhan-

te, nao mostrou atividade.

(431 [(44]
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TABELA I - RESULTADOS DOS ENSAIOS DE AGAO MOLUSCICIDA SO-
BRE CARAMUJOS ADULTOS (B.GLABRATA).

- — M e e -

Atividade*
Vegetal/Substancia Tipo de Concentragéo(ppm) Resultados
extrato 1,0 10, 100,0

V.eremophila M 1/10 3/10 9/10 Ativo a

100 ppm

V.eremophila H 0710 0710 0/10 Inativo

V.eremophila Ac 1/10 2/10 7/10 Ativo a

100 ppm

V.e.A(glaucolido-B) - 1/10 4/10 9/10 Ativo a

100 ppm

Glaucolido-B-H - 0710 0/10 1/10 Inativo
-1

Glaucolido-B-H - 0710 0/10 0/10 Inativo
2

V.e.B - 1/710 2/10 3/10 Inativo

V.e.C + V.e.C1 - 0/10 1/10 2/10 Inativo

Solventes : M = metanol, H = hexano, Ac = acetato de etila
* . ndmero de caramujos mortos/numeros de caramujos utili-

zados no ensaio.
4.6.1.2 - AVALIA?ZO DA ATIVIDADE SOBRE DESOVAS DE CARAMUJOS

Uma outra forma de combater a proliferagﬁo de mo-
luscos, e"a destruicao de seus ovos antes da eclosao, o que
ocorre em media 10 dias apds a postura.

Os extratos vegetais e as substancias isoladas de
V.eremophila, foram testadas para verificagﬁo de suas ati-

vidades sObre desovas de B.glabrata, sendo oS resultados

obtidos reunidos na tabela II.
Nota-se que somente o glaucolido-B (V.e.A), apre-
sentou atividade sobre desovas na concentraféo de 100,0

ppm, com um indice de nao eclosdo de 72X%.
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TABELA II - RESULTADOS DE AQXO MOLUSCICIDA SOBRE DESOVAS DE
B. GLABRATA.

e e e e e e e e e e A e e e e R e e e e e e e e e e S e e e e e

Desovas™*
Vegetal/Substancia Tipo de Concentragﬁo(ppm) Resultados
Extrato 1,0 10,0 100,0

V.eremophila M 4/54 20/41 0/55 Inativo
V.eremophila H 4/54 2/58 6/66 Inativo
V.eremophila Ac 10782 8/44 12/57 Inativo
V.e.A(glaucolido-B) - 1/100 3/95 69/95 Ativo a

100 ppm
Glaucolido-B-H - 0/70 0/64 0/84 Inativo
Glaucolido—B—H1 - 0/79 0/122 2/69 Inativo
V.e.B ? - 1/74 0/43 0/57 Inativo
V.e.C + V.e.C1 - 0/69 2/58 0/54 Inativo

Solventes : M = metanol, H = hexano, Ac = Acetato de etila
* . npumero de desovas mortas/numero de desovas utilizadas

no ensaio.

4.6.2 - AVALIA?KO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA.

Existem na literatura, varias referencias sdbre a
utilizagio de extratos vegetais, bem como de lactonas ses-
quiterp€nicas em ensaios contra bacterias e fungos.

Foi observado que a maior parte destas subst@ancias
apresentava alguma atividade (41).

Portanto, com o intuito de avaliar a atividade an-
timicrobiana do vegetal em estudo, foram realizados ensaios
com os extratos em hexano, metanol e acetato de etila, e as

substancias V.e.A (glaucolido-B), glaucolido-B-H , glauco-
1



lido-B-H ,
2
Os resultados

estao

V.e.B e V.e.C + V.e.C .
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reunidos na tabela III, onde

observa-se que somente a substancia glaucolido-B,apresentou

boa atividade,ou seja,uma inibigEo moderada contra S.aureus

e forte inibicao contra B.cereus.

TABELA III-RESULTADOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Vegetal/Substancia Tipo de
Extrato
V.eremophila H
V.eremophila M
V.eremophila Ac
V.e.A(glaucolido-B) ~
Glaucolido-B-H -
1
Glaucolido-B-H -
2
V.e.B -
V.e.C + V.e.C -
1
Solventes : H = hexano, M =
X = nao foi realizado
+++ = forte inibicao
++ = inibicdao moderada

* microorganismos
- Candida albicans
- Bacillus cereus

- Escherichia col]
- Klebsiella pneumoniae

I
II
ITI
IV

Microorganismos
I II III Iv vV VI VII
- + - - - - X
- + - - - - X
- ++, - - ++ - X
- +++ - - ++ - -
= - = - - - X
= = - = - - X
metanol, Ac = acetato de etila
I
I = inibi¢ao fraca
| = = nenhuma inibigéo
I
| V. - Staphylocogccus aureus
| VI - Mycobacterium smegnatis
| VII- i i-
I
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4.6.3 - AVALIAEKO DA ATIVIDADE SOBRE TRYPANOSOMA CRUZI.

A Doenca de Chagas e” tambem um dos grandes pro-
blemas brasileiros na area da Salde Publica, dada a sua
grande incidéncia em diversas regioes do Brasil, principal-
mente nas regides Interioranas, alem de estar disseminada
tambem em outras regides da America Latina (42).

Extratos vegetais ensaiados anteriormente (2),Mmos-
traram-se ativos sobre culturas de T.cruzl, o que levou a
a realizagio de ensaios para a avalia?éo das atividades dos

extratos brutos e substincias isoladas neste trabalho.

Os resultados pore€m nBo foram satisfatérios, por-
A .
que nenhum dos extratos brutos e substancias puras ensaia-

das apresentaram atividade sobre T.cruzl, nos testes “in

vitro ".
4.6.4 - AVALIAQKO DA ATIVIDADE ANTI-EDEMATOGENICA

Resposta edematogénica induzida pela dextrana ou
pela carragenina.

A resposta edematogenica e um dos sinais da res-
posta inflamatoria que e  decorrente do aumento de permiabi-
lidade vascular, que ocorre na mlcrocirculagﬁo devido a
agﬁo dos mediadores liberados. A 1|bera9§o dos mediadores
no processo inflamatorio e“altamente dependente do estimu-
lo flogogenico.

Estes estimulos flogogenicos podem ser a carrage-

nina (polissacarideo sulfatado) que produz edema com um pi-
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co mgximo em torno da terceira ou quarta hora, edema esse
consequente da forma?Eo de prostaglandinas e cininas, ou a
dextrana (polfmero da glicose,PM = 70.000) que,pela sua ca-
pacidade de degranular mastocitos, promovem a llberaggo de
histamina e de serotonina que ira produzir edema com um pi-
co maximo entre a primeira e segunda hora.

Os resultados obtidos nos estudos antiedematogéni-
cos do glaucolido-B, glaucolido-B-H e glaucolido-B-H nao
mostraram nenhum efeito sdbre os edémas induzidos pelg car-

ragenina e pela dextrana.
4.6.5 - AVALIA?KO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA.

Metodo da contorgéo em camundongos.

O modélo da contorgéo abdominal induzida por subs-
tancias irritantes, como por exemplo o acido acético, inje-
tadas na cavidade peritoneal de camundongos, tem como obje-
tivo testar farmacos que poderiam apresentar alguma ativi-
dade analgeSica, associada com a agao antiinflamatoria.

Atraves das contorcdes intermitentes do abdomen,
torgéo do tronco extensao das patas traseiras, pode - se
quantificar a algesia induzida pela lnjegﬁo Intraperitoneal
do agente irritante e dessa forma evidenciar se uma droga
pode ou nao apresentar agio analge@lca.

Os resultados obtidos nos mostrou que o glaucolido
-B na dose de 160 mg/kg reduziu a resposta de contorgéo em
camundongos em 58%, enquanto que nas doses de 80 e 40 mg/kg
reduziu parcialmente as contorgées, 36 e 28X respectivamen-

te.
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Ja o glaucolido-B-H na dose de 160 mg/kg tambem
reduziu parcialmente as contérgaes em 24%,e galucolldo-B-H2
reduziu em 11%¥ na mesma dose.

Diante dos resultados obtidos, concluimos que o
glaucolido-B na dose de 160 mg/kg € altamentre analgeSica,
quando comparada com a indometacina (bloqueador da sfPntese
de prostaglandinas), Smg/kg promove umalnlbifﬁo de cerca de
50 a 60% desta resposta. Ao mesmo tempo,pode-se afirmar que
os produtos da reagao de desacetllaza?ﬁo e de hidrogenagao

apresentaram redugéo nesta atividade farmacold@lca do glau-

colido-B.
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PARTE EXPERIMENTAL.
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9.1 - EQUIPAMENTOS E MATERIAIS UTILIZADOS.

<a>

<b>

<C>

Os solventes e reagentes empregados foram:
Para RMNIH elSC,utlllzou—se solventes deutera-
dos Merck.
Para as anallses de UV, utilizou-se solvente
Merck grau Uvasol.
Para o isolamento e purlficagﬁo das substa@nci-
as, utilizou-se solventes comerciais que fo-
ram purificados e tratados por destilagﬁo e
secagem.
Nas separagdes por C.C.utilizou-se silica gel
60(0,040-0,063 mm), para a C.C.D. wutilizou-se
silica gel 60 GF e para a C.C.P. sllica gel
60 PF , todas §24Merck.

254
Para cromatografia em coluna filtrante, uti-
lizou-se carvao ativo da Merck. -
Para a purlflcagﬁo do flavondide em minl colu-
na, utilizou-se Poliamida 11 da Merck, e as
cromatoplacas do mesmo adsorvente, foram da
Schleider & Schuell.
Nas reagSes de hldrogenagio/hidrogensllse, fol
usado como catalizador, PtO da Merck.
Foram usados como reveladores cromatograficos,
lampadas de UV(254 e 366 nm), exposicdo a va-
pores de iodo e purlficagﬁo com acido sulfdri-
co seguido de aquecimento a aproximadamente

100°C por alguns minutos.

Os critetrios de pureza adotados foram a nitl-
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dez no intervalo de fusao e o obervagao de uma

unica mancha em C.C.D. frente aos reveladores
citados, variando-se a fase mdvel.

As medidas do intervalo de fusao foram deter-
minadas em aparelho Fisher-Johns, montado com
lente de aumento, sem corre?ﬁo do termometro.
Os solventes foram evaporados sob pressao re-
duzida em rotavaporadores.

O aparelho utilizado para as rea§6es de hidro-
genagEo/hidrogenSlise foi o hidrogenador cata-
litico de Parr.

Os espectros na regiao de IV foram registrados
em espectrofotOmetro Perkin Elmer,mode€lo 1.430
utilizando pastilhas de KBr ou emulsd@o com nu-
jol. Usou-se filme de poliestireno como refe-
réncia.

Os espectros na regiao do UV foram registrados
em espectrofotdometro Varian, modelo 634-S.

Os EM foram registrados em espectrometros
Hewlett-Packard, modelo 5.995 na UFSCar,e A.E.I.
modelo MS-12, na Universidade de Reading, In-
glaterra.

Os espectros de RM& H, foram vregistrados em
espectrometros Brucker Ac80(80MHz),Brucker Ac
200(200MHz) no DQFM/SC-USP e Brucker Ac400
(400 MHz),na Universidade de Reading,utilizan-
do-se TMS como referéncia interna.

Os espectros de RMng,foram registrados em es-
pectrometros Brucker Ac80(20MHZ) e Brucker Ac
200(50MHz)DQFM/SC-USP.
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5.2 - COLETA.

O vegetal foi coletado nas proximidades de Diaman-
tina(MG) e identificado por Herergenes de Freitas Leitao
Filho, do Departamento de Morfologia e Sistematica Vegetais

do Instituto de Biologia da UNICAMP.

5.3 - EXTRAgKo.

O vegetal completo, depois de seco e estabilizado
em estufa de ar circulante a 40°C, foi pulverizado em moi-
nho de martelo, fornecendo 11,4 kg de po; o qual foi extra-
ido sucessivamente com hexano, acetato de etila e metanol.
As solques foram filtradas, e os solventes eliminados em
evaporador rotatorio, fornecendo 124 g de extrato hex&nico,
114 g de extrato em acetato de etila e 299 g de extrato me-

tanolico, denominados extratos brutos.

5.4 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO EM ACETATO DE ETILA DE
V.EREMOPHILA.

0 extrato bruto em acetato de etila(1l14g), foi so-
lubilizado em cloroformio, sendo que a parte soluvel (70g),
foi aHsorvida em pequena porgEo de silica gel. Esta mis-
tura depois de séca, foi fracionada por cromatografia de a-
dsorgﬁo em uma coluna de vidro com 1.000 g de silica gel. A
coluna foi desenvolvida com hexano, acetato de etila e me-
tanol em gradiente crescente de polaridade,retirando-se fra-

$6es de 350ml, conforme descrito na tabela IV.



TABELA IV- FRACIONAMENTO DO
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EXTRATO BRUTO EM ACETATO  DE

Eluente

ETILA.
Fragdes
1 - 3
4 - 6
A= 22
23 - 46
47 - 61
62 - 72
73 - 84
85 - 99
100- 105
106- 123
124- 129
130- 137
138- 144
145- 159

Hexano

Hexano/Acetato de etila 98:2

Hexano/Acetato de etila 96:4
Hexano/Acetato de etila 90:10

Hexano/Acetato de etila 80:20

Hexano/Acetato de etila 60:40

Hexano/Acetato de etila 20:80

Acetato
Acetato
Acetato
Acetato
Acetato

Acetato

de
de
de
de
de
de

etila

etila/Metanol 95:5
etila/Metanol 90:10
etila/Metanol 80:20
etila/Metanol 60:40
etila/Metanol 20:80

As Fragées retiradas da coluna, foram analizadas

por C.C.D.e reunidas quando apresemtavam comportamento cro-

matogrifico semelhante, conforme mostrado na tabela V.
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TABELA V - FRA96ES REUNIDAS APOS O FRACIONAMENTO MENCIONA-
DO NA TABELA IV.

- ———

Substancia isolada

massa (g)

1 (1 - 12)
2 (- 13)
3 (14 - 16)
4 (17 - 31)
5 (32 - 39)
6 (40 - 61)
7 (62 - 68)
8 (69 - 71)
9 (72 - 76)
10 (77 - 79)
11 (80 - 83)
12 (84 - 90)
13 (91 - 96)
14 (97 - 98)
15 (99 -104)

16 (105-109)
17 (110-159)

V.e.C + V.e.C

3,2806
0,0813

0,2010

0,0033

5.5 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO METANOLICO DE

V.EREMOPHILA.

Parte do extrato metandlico(60,0g), depois de so-

lubilizado em uma mistura de cloroformio e metanol 1:1, foi

adsorvido em 700g de silica gel, e submetido a

cromatogra-
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fia de adsorgﬁo em coluna.A eluigéo foi realizada com hexa-

no,aceto de etila e metanol,em gradiente crescente de pola-

ridade, retirando-se fra§6es de 300ml,conforme

tabela VI.

descrito na

TABELA VI- FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO METANOLICO

Fraf5es Eluente

1 Hexano

2 8 Hexano/Acetato de etila 80:20
9 13 Hexano/Acetato de etila 70:30
14 18 Hexano/Acetato de etila 50:50
19 24 Hexano/Aceﬁato de etila 20:80
29 32 Acetato de etila

33 35 Acetato de etila/Etanol 95:5
36 44 Acetato de etila/Etanol 90¥10
45 49 Acetato de etlla/Etanol 80:20
50 59 Acetato de etila/Etanol 60:40
71 80 Etanol

As fra§5es retiradas da coluna, foram analisadas

por C.C.D.

r'd
vam comportamento cromatografico semelhante, conforme

sobre silica gel, e reunidas

quando

trado na tabela VII.

apresenta-

mos-
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TABELA VII - FRA96ES REUNIDAS APOS O FRACIONAMENTO MENCIO-
NADO NA TABELA VI.

Fra§5es Substancia isolada massa (g)
1 (1 - 8)

2 (9 - 14) V.e.F 0,0220
3 (15 - 18)

4 (19 - 27) V.e.B 0, 0350
5 (28 - 30)

6 (31 - 37)

7 (38 - 42)

8 (43 - 48)

9 (49 - 52) V.e.G ' 0,0072
10 (53 - 65)

11 (66 - 69)

12 (70 - 80)

5.6 - PURIFICA?KO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
9.6.1 - PURIFICA?KO DA SUBSTANCIA V.E.A

A fragio cromatografica que continha esta subst@n-
cia apresentava-se como um Gleo de cor amarelo claro. Esta
fragao foi recromatografada em uma pequena coluna utilizan-

do-se silica gel como adsorvente. Como apresentava-se ainda
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com consistencia oleosa, foi cristalizada em metanol e re-
cristalizada em hexano/acetato de etila , obtendo-se 3,28g

de cristais incolores, codificados como V.e.A.
5.6.2 - PURIFICA?KO DA SUBSTRNCIA V.E.B

Verificou-se que nas frafﬁes 77-79 do extrato em
acetato de etila, e fragEes 19-27 do extrato metandlico
formaram-se cristais amarelos escuros, que foram dissolvi-
dos em metanol e a solugéo passada através de uma coluna
filtrante de carv@o ativo. Apos a concentragao da solugio,
precipitou um sdlido amarelo, que foi vrecristalizado em
acetato de etila/metanol, obtendo-se 116mg de cristais ama-
relos aparentemente puros frente a C.C.D. Entretanto, como
foi admitido tratar-se de um flavonoide, fé&€z-se uma croma-
toplaca de poliamida, usando-se metanol/AcOH/H O (90:5:5)
como fase movel para avaliagEo da pureza da sugstﬁncla.

A revelag%o sob luz UV, evidenciou a presenga de
duas manchas bem separadas entre si, alem de uma terceira
quase sobreposta a mancha mais polar.

Féz-se uma mini coluna de poliamida,como adsorven-
te, e metanol como fase movel.

Obteve-se um flavondide puro codificado como V.e.
B, alem de outro impuro (as duas manchas quase sobrepostas
nao se separaram). Foram vrealizadas varias vrecristaliza-
$6és bem como novas colunas de poliamida, mudando-se a po-
laridade do solvente, sem conseguir separar as duas subs-
tancias. Consequentemente esta mistura foi deixada para es-

tudos posteriores.
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5.6.3 - PURIFICA;RO DAS SUBSTANCIAS V.E.C E V.E.Cl.

Nas fragSes 97-98 do extrato em acetato em etila,
formaram-se cristais incolores, lavados com eter et{lico e
analizados atraves de C.C.D. Como havia indicagéo de pelo
menos duas substdncias com polaridades bem proximas, fez-se
uma cromatografia em coluna. Foram wutilizados silica gel
como adsorvente e acetato de etila e metanol em gradiente
crescente de polaridade, ate“atingir 50% de cada um,como e-
luente.

As substancias solidas foram submetidas a su-
cessivas recristalizagaes em hexano/acetato de etila, ate”a
obtengﬁo de duas substancias cristalinas e incolores, codi-
ficadas como V.e.C(40mg) e V.e.C (8,3$g).

As substancias ou mistu&as de substancias, codifi-
cadas como V.e.E, V.e.F e V.e.G, nao foram analizadas, uma
vez que as varias tentativas de purlficagio se mostraram
infrutiferas. Pretende-se tentar a purificagio atraves de
cromatografia liquida de alta pressEo ou tetnica similar,

em futuro proximo.

5.7. - REAgRo DE HIDROGENAQZO/HIDROGENdLISE DA SUBSTANCIA
V.E.A E PURIFIcAgKo DOS PRODUTOS.

Uma solugEo de 1.000mg de V.e.A em 300ml de etanol
absoluto foi submetida a hidrogenafﬁo em recipiente fechado
‘a temperatura ambiente, com a agltagEo na presenca de 600mg

de PtO ,durante aproximadamente 24 horas,consumindo-se cer-
2
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ca de 0,016 moles de hidrogenio.

ApoS este tempo de reacao filtrou-se o catalizador,
o filtrato foi concentrado e analizado por C.C.D.Verificou-
-se ter havido a Formagﬁo de uma mistura de varios produtos.

Fracionou-se esta mistura em coluna, utilizando-se
silica gel como adsorvente e hexano/acetato de etila a 50%
ate"acetato de etila/metanol a 50% como eluente,em gradien-
te crescente de polaridade. Foram obtidos <cristais ainda
impuros, separados atraves de C.C.P. , apos sucessivas re-
cristalizagEes obteve-se duas substancias em maior quanti-
dade.

Estas substancias apresentaram-se como solidos
cristalinos brancos, e foram codificadas como glaucolido-B-

H (80mg,9,2%) e glaucolido-B-H2(170mg{19,5%).
1

5.8 - DADOS FISICOS E ESPECTROSCOPICOS DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS.

9.8.1 - GLAUCOLIDO-B(V.E.A).

Intervalo de fusio de 130-132°C.

KBr -1
IV V (cm ) 2.920(md,C-H), 1.770(F,C-0), 1.735(F,

max.
C-0), 1.720(md,C-0), 1.440(md,C-H),
1.370(md, C-H), 1.220(F,C-0), 935(f,
C-0), 805(f,C-0).



090

1
RMN H (80MHz,CDCl )¢  2,30-3,00(m,H )
3 2,2°,3,3°,9,9°,5

4,70-4,90(m,H ), 1,55(s,H ),
6,8,13,13° 14
1,65(s,H ), 2,05(s,C AcO-Me), 2,15
15 13

(s,C AcO-Me), 2,10(s,C AcO-Me).
8 10

13
RMN C (20MHz,CDC1 ),BB,& 207,0(C ), 40,4(C ), 31,6
3 1 2

(C3). 54,3(C4), 58,5(C5). 80.5(06).
125,1(C ), 83,8(C ), 63,4(C ), 32,7
7 13 8
(C ), 60,8(C ), 162,0(C ), 169,4(C )
9 10 11 12

18,3(C ), 19,8(C ), 169,6(C -C ),
14 15 8 1

20,4(C -C ), 169,8(C -C ), 20,3(C -
8 27 10 1° 10
c ), 170,4(C -C ), 21,3(C -C ).

2° 18" i1° 13 2
.+ +

EM (baixa resolugﬁo)m/z 438[M]1°,177[C H O (3Ac0)1]

6 96
+

(20%), 122[C H O 1 (100%).
762

5.8.2 - 13-DESACETOXI-GLAUCOLIDO-B(GLAUCOLIDO-B-H ).

1
Intervalo de fusao de 142-144°C.
nujol -1
IV (cm ) 1.770(F,C-0), 1.730 e 1.740(F,C-0)
max.

1.715(F,C-0), 1.655(md,C=C).
1
RMN H (80MHz,CDC1 ) § 2,20-3,00(m,H ),
3 2,2°,3,3°,9,9°,5
4,60-4,85(m,H ), 1,95(d,H13,J=2,5),

6,8
1,60(s,H ), 2,08(s,C AcO-Me),
14,15 8
2,12(s,C AcO-Me).
10
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9.8.3 - 13-DIIDRODESASETOXI-GLAUCOLIDO-B(GLAUCOLIDO-B-H )

2
KBr -1
IV \( (cm ) 1.775(F,C-0), 1.730-1750(F,C-0),1.720
ma X

: (md,C-0).

RMN H (80MHz,CDC1 ) 2,15-3,00(m, H ),

3 2,2°,3,37,9,97,5
4,35(1,H ), 5,50(1,H ), 4,10(q,H
8 6 11
J=6,5), 3,40(d,H7,J=7,5), 1,25(d,H ,

1
J=6,%5), 1,50(s,H ), 1,62(s,H ),2,00

14 15
(s,C -AcO-Me), 2,10(s,C -AcO-Me).
8 10

5.8.4 - 3,7-DIMETOXI-5,3”,4” -TRIIDROXIFLAVONA(V.e.B).

Intervalo de fus¥o de 224-226°C.

KBr -1
IV \§ (cm ) 3.100-3550(md,C-0), 1.660(md,C-0),
max.
1.590(F,C-H), 1.495(F,C-H), 1.110(md,
C-H), 915 e 820(md,C-H).
1
RMN H (80MHz,DMSO-d )Qr 6,35(d,H ,J=2,5), 6,70(d,H
6 6 8
J=2,5), 6,90(d,H ,J=9,0), 7,50(dd,H
5/ rd
J=2,5 e 9,0), 7,58(d,H ,J=2,5), 3,80
ZI
(s,C -OMe), 3,90(s,C O-Me).
7 3
MeOH
uv A (nm) 252, 264, 357; (MeOH + AlC1l )271,
ma x 3

300(om), 443; (MeOH + A1C1 + HC1)

263, 272(om), 360(om), 400? (MeOH +
NaOMe) 262, 396; (MeOH + NaOAc) 255,
374, 410(om); (MeOH + NaOAc + H BO )
255, 377. >3
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+ +
(baixa resolu?éo)m/z 330 [M]1°(100%), 315 [M-15]

+
(4%), 312 [M-18(H 0)1 (18%), 299 [M-31
2

+ +
(CH 0)1 (8%), 287 [M-43(CH CO)1 (37%),
3 3

+ +.
244 [(M-2(43)]1 (10%X), 166 [A 1 (11%),
1
+ +
167 [A +H] (46%), 137 [82] (56%).
1

5.8.5 - 8 (-ACETOXI-2-EPI-VERNOMARGOLIDO(V.E.C).
Intervalo de fusao de 205-207°C.

IV

1

nujol

maXx

i
(cm)

3.300-3.600(F,C-0), 1.750(F,C-0),
1.760 e 1.775(ressonancia de Fermi),
1.725(md,C-0), 1.705(md,C-0), 1.640
(f,C=C), 1.260(md,C-0).

RMN H (400MHz,DMSO-d )¢of* - 2,77(d,H ,J=4,0), 2,44
6 2

13

(dd,H , J=4,0 e 12,5), 1,40(d,H. ,
3 3
J=12,5), 3,27(dd,H J=5,5 e 7,0), 4,27
5
(d,H ,J=5,5), 4,55(t,H ,J=3,0), 2,05
6 8
(dd,H ,J=3,0 e 16,0),2,11(dd,H ,J=3,0
9 9’
e 16,0), 5,72(s,H ), 6,29(s,H ),
13 137
1,22(s,H ), 1,33(s,H ), 1,98(s,C -
14 15 8

-AcO-Me).

RMN C (50MHz,DMsO-d ),88,& 211,0(c1), 7o,o<c2),
6

35,5(C ), 74,5(C ), 77,0(c5), 79,0
3 4
(C ), 50,0(C ), 87,0(C ), 34,5(C ),
6 7 8 9
82,0(C ), 137,0(C ), 168,5(C ),
10 11 12
134,0(C ), 20,5(C ), 21,5(C ),
13 14 15

170,0(C =€ ), 24,09(C =C ).
8 1° 8 2
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Como este espectro e” de V.e.C, com impureza de
V.e.C ,observam-se sinais em 105,0(C ), 53,5(C ), 43,0(C ),
1 7 2

1

relativos ‘a substancia V.e.C .
1

5.8.6 - 8oC- HIDROXI-2-EPI-VERNOMARGOLIDO-1,4-CICLOSEMI-
ACETAL.

Intervalo de fusao de 158-160°C.

nujol -1

IV ¥  (cm ) 3.220-3460(F,C-0), 1.750(F,C-0),
max.
1.660(md,C=C), 990(md,C-0).
i
RMN H (80MHz,DMSO-d + CDC1 )¢ 2,70(d,H ,J=5,0),
6 3 2
2,40(dd,H ,J=5,0 e 11,0), 1,40(d,H ,
3 37
J=11,0), 4,20(d,H ,J=5,0), 1,95(dd,H ,
6 9
J=2,5 e 14,0), 2,10(dd,H9,,J=2,5 e
14,0), 5,75(s,H ), 6,40(s,H ), 1,25
13 137
(s,H ), 1,35(s,H ).
14 15
1
RMN H (80MHz,DMSO-d + CDC1l + D O)f - 3,40(d,H ,J=5,0),e
6 3 2 )
3,35-3,45(H8,parcialmente sobreposto)
+
EM (baixa resolugio) m/z - 294 [M-181 (7,5%), 43

+
[CH CO1 (100%)
3
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5.9 - ENSAIOS BIOLOGICOS

5.9.1 - VERIFICA?KC DA ATIVIDADE MOLUSCICIDA SOBRE CARAMU-
JOS ADULTOS E DESQOVAS.

Este ensaio foi realizado por gentileza da Dra.
Cecilia Pereira de Sousa, no Centro de Pesquisas "Rene Ra-
chou" da FIOCRUZ, Belo Horizonte, MG.

As amostras (30mg) foram dissolvidas em 1,0ml de
solvente universal de Ritchie e o volume final completado
para 500,0ml com dbua desclorada ( utilizando uma solugao a
2% de tiosultafo de sdhio),obtendo-se assim uma solufﬁo fi-
nal com concentragﬁo de 100,0ppm da amostra.

A partir desta solug%o, Foraﬁ preparadas diluigBes
de forma a obter ao final concentra;Bes de 10,0 e 1,0ppm.
Cada uma das solugaes preparadas como descrito acimﬁ, foi

colocada em frascos de 250ml contendo dez caramujos adultos

de B.glabrata com variagﬁo no diametro da concha de 13 e 20
mm.

Paralelamente, foram distribuidas desovas de 0-1 dia de
idade em frascos contendo 10,0ml de cada solugﬁo preparada,
sendo uma desova para cada frasco.

Os caramujos adultos e desovas ficaram expostos ‘as
solugaes por um periodo de 24 horas, "tendo sido utilizada
agua desclorada como controle. Apéﬁ este perlodo, caramujos
e desovas foram lavados com agua corrente e deixados em @&-
gua desclorada durante 4 dias, havendo a renovagao da agua

dos fracos diariamente. Durante esta fase, foram realizadas
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anotagaes quanto a mortalidade e ao aspecto geral, tanto

dos caramujos adultos, como das desovas. Foram considerados

ativos os produtos que mataram de 40 a 100% dos exemplares

adultos e 50 a 100% dos embrides.
5.9.2 - VERIFICACKO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA.

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram rea-
lizados por gentileza da Dra. Astrea M. Giesbrecht, do Ins-
tituto de Ciéncias Biomedicas da Universidade de Sdo Paulo.

Para os ensaios microbiologicos, as amostras das
substancias puras e extratos vegetais, foram dissolvidas
em DMSO em concentra95es de 0,1 e 2,0mg/ml. A partir destas
solu§6es , foram retiradas alfquotas .de 0,03ml e colocados
em pocos cavados em meio de cultura solidos ja’ Inoculados

(mé%odo de difisao no Agar), sendo utilizados os seguintes

microorganismos no ensaio: C,albicans, B.cerius, E.coli, K.

pneumonieae, S.aureus, M.smegmatis.

Como meios de cultura, foram utilizados o meio de

Saboureaud e Triptycase Soy Agar. Como controles positivos,

foram utilizados anfotericina B(1mg/ml) para C.albicans, e
estreptomicina (1mg/ml) para as bacte?ias, e como controles
negativos foram utilizados solventes puros e placas inocu-

ladas sem amostra.
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9.9.3 - INIBI?KO DO CRESCIMENTO DE TRYPANOSOMA CRUZI
(CHAGAS).

Ensaio realizado no Instituto de Microbiologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, por gentileza do
Dr. Fernando S.Cruz.

Tanto extratos brutos do vegetal, como subst@ncias
puras isoladas, previamente solubilizadas em etanol, foram
adicionados em tubos de cultura contendo meio de Waree(5,0
ml) nas concentragBes de 2,5, 5,0 e 10,0ug/ml. Antes da re-
lizagﬁo dos ensaios, foram realizados contrdles de microor-
ganismos (meio de cultura + c€lulas) e do solvente (meio de
cultura + celulas + volume maior do solvente wutilizado no
experimento).

O inocuo foi realizado“a partir de uma cultura de
T.cruzi de 4 a 6 dias de crescimento no mesmo meio de cul-
tura, sendo adicionados com pipeta de Pasteur 4 gotas .do me-
io em cada tubo.A leitura do resultado foi realizada,obser-
vando-se a turvagﬁo do meio de cultura em comparagﬁo com
o tubo controle. Os resultados sao expressos por : (++++)
droga sem a;ﬁo, crescimento lgual ao controle, (+++) peque-
na agéo, (++) 50% de agﬁo, (+) 90% de a950,(0) 100X de ini-

bicao.
J
5.9.4 - ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA.

Ensaio realizado no Laboratdrio de Farmacologia da

Faculdade de Ciencias Farmacéuticas de Ribeirao Préto-USP,
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por gentileza da Dra. Gldria Emilia Peto de Sousa.

Os camundongos utilizados (pesando entre 20-25g),
foram anteriormente mantidos em jejum durante 12 horas (a
noite) e os experimentos foram sempre realizados no perfodo
matutino, para obter uniformidade das respostas.

Inicialmente os animais recebiam o tratamento oral
com a substancia em teste diluida em cremophor RH-40 a 10%
atraves de uma canula de polietileno, num volume padroniza-
do de 0,5ml. Trinta minutos depois, os animais recebiam in-
traperitonealmente a injegio do agente irritante, no caso,
o acido acetico a 0,5% em volume de 0,2ml.0 nimero total de
contorgSes foi obtido pela soma do numero de contorgﬁes nos
intervalos 5, 10 e 15 minutos.

Os ensaios com o glaucolido-B, foram nas doses de
40, 80 e 160mg/kg, e com glaucolido-B-H e H , foram na dose
160mg/kg. : :

5.9.5 - ESTUDO DA ATIVIDADE ANTI-EDEMATOGENICA.

Ratos Wistar, pesando entre 170-200g, eram manti-
dos em jejum durante 12 horas (a noite). A produgﬁo do ede-
ma era realizada 30 minutos apds a admlnlstraggo da subs-
tancia em teste, em uma das patas traseiras dos ratos, pela
injegﬁo intraplantar de carragenina(200ug/0,1ml) ou dextra-
na (200ug/0,1ml), sendo que a pata contra lateral recebeu
igual volume de salina.0 m€todo utilizado foi o de Ferreira
(1979). Este método baseia-se na reposig%o do liquido (Lau-
ril sulfato de sodio) deslocado pela Imersao da pata do a-
nimal em uma cuba contendo o referido liquido.

A reposicao e”feita por uma bomba de Infusao com
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um fluxo constante de 2,4ml/min.

A pata do animal e” imersa durante 20seg., apds o
que e“retirado, e observado o tempo da reposifﬁo do 1Tqui-
do na cuba.

A difer@nga entre o volume de liquido deslocado
pela pata injetada e aquele pela pata contrdle, multiplica-
do pelo fluxo do liquido de preenchimento (40ml/seg), cor-

responde "a medida do edema produzido.
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&6—CONCLUSOES
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CONCLUSOES

A analise fitoquimica realizada com o vegetal

VYernonia eremoplila Mart. permitiu obter as seguintes con-
clusoes:

1 - Do extrato em acetato de etila, da planta total,
foram isoladas e identificadas tr&s lactonas sesquiterp€ni-
cas: glaucolido-B, 8 ot- acetoxi-2-epi-vernomargolido e 8ot-
-hidroxi-2-epi-vernomargolido-1,4-ciclosemiacetal, bem como
um flavonol: 3,7-dimetoxi-5,3",4"-triidroxiflavona.

2 - Do extrato em metanol,da planta total, foi tambem
isolado o flavonol 3,7-dimetoxi-5,3",4"-triidroxiflavona.

3 - Das quatro substancias isoladas e identificadas
uma e  provavelmente inéﬁita,o 8 L-acetoxi-2-epi-vernomargo-
lido. Esta substancia apresenta esqueleto na@o usual para
esta classe de produtos naturais, possivelmente formado ‘a
partir do glaucolido-B. Jakupovic et al (37) ao proporem o
esqueleto dos vernomargolidos, mencionaram nao haver isola-
do o precursor no vegetal em estudo. Entretanto,no presente
trabalho foram isolados os dois tipos de esqueletos, o que
de alguma forma corrobora a proposta daqueles pesquisadores.

4 - Esses vresultados se constituem em informa§3es
iniciais para o estudo fitoquimico desta especie vegetal.

5 - Com a substancia glaucolido-B, por ser a mals
abundante em um dos extratos, foram realizadas reag%es para
modiFicagEo da estrutura, a fim de avaliar as alteragaes de
atividade biologica e/ou farmacoldgica. Foram obtidos 13-de-
sacetoxi-glaucolido-B, por hidrogendlise e 13-diidrodesace-

toxi-glaucolido-B, por hldrogena?ﬁo e hldrogenélise.
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Com os extratos brutos, subst@ncias isoladas e pro-
dutos de reag5es, foram realizados ensaios biologicos, cu-

Jos resultados permitiram conclulr que:

1 - Dos tré&s extratos brutos ensaiados, aqueles obti-
dos com metanol e acetado de etila, apresentaram agEo toxica
para forma adulta de Biomphalarja glabrata, respectivamente
com 90 e 72% de atividade a 100,0 ppm. Por outro lado,nenhum
dos extratos inibiu a eclosao dos ovos deste molusco.

2 - Dentre as substancias puras,somente o glaucolido-

-B mostrou-se ativo, com 90% de toxicidade a 100,0 ppm e 40%

a 10,0 ppm,com relagﬁo a forma adulta de B,glabrata. Com re-
lagéo a desovas, a mesma substancia foi ativa a 100,0 ppm,
com redugéo de 72% na eclosao de ovos.

3 - Nenhum dos extratos brutos - ou substancias puras
evidenciou atividade sobre Irypanosoma cruzi.

4 - Com relagéo a atividade antimicrobiana dos ex-
tratos brutos, somente aquele obtido em acetato de etila
mostrou atividade, moderada contra acillus cereu e
Staphylococcus aureus.

5 - Dentre as subst@ncias puras,o glaucolido-B apre-
sentou forte inibigéo no crescimento de B,cereus e moderada

no de S. aureus.

6 - Com o glaucolido-B e produtos de reagbes, foram
realizados ensaios farmacold@icos para avaliagﬁo de ativi-
dade anti-edematogenica e antinociceptiva. Os resultados
obtidos, mostraram que o glaucolido-B reduziu a resposta de

contorfﬁo em camundongos (agio antinociceptiva) em 58% a
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160mg/kg, enquanto que os produtos das reacoes,na mesma do-
se, apresentaram redugio bem menos significativa. Portanto,

0 glaucolido-B apresentou agEo altamente analgesica, quando
comparado com a indometacina. Nenhuma das tres subst@ncias

evidenciou atividade anti-edematogénica.
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