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RESUMO X 

A presente dissertacão descreve o isolamento e a 
J 

elucida�ão estrutural de constituintes químicos presentes 

nos extratos em acetato de etila e em metanol de Vernonja 

eremophila (Vernonieae, Asteraceae), bem como os resultados 

de ensaios biológicos e/ou farmacológicos realizados com 

extratos brutos, substâncias isoladas e produtos de reacoes 
J 

de uma dessas substâncias. 

Do extrato em acetato de etila foram Isoladas as 

lactonas sesquiterpênicas: glaucolido-8, 8 �- acetoxi-2-

-ep i -vernoma rgo 1 ido, 8 �- h i drox i -2-ep i -vernoma rgo 1 i do-1, 4-

-c i c losem i acetal e o flavonol 3, 7-dimetoxi-5,3" ,4"-tri idro-

xiflavona. A substância 8 �- acetoxi-2-epi-vernomargolido 

nao foi reportada anteriormente na literatura. 

Do extrato em metanol foi tambem isolado o f1avonol 

3, 7-d imetox i-5, 3", 4" -tr i i drox i f la vona. 

O isolamento dos constituintes químicos foi efetuado 

empregando-se teénicas cromatográficas, enquanto a elucida

cao estrutural envolveu metodos espectroscópicos usuais (IV 
J 

1 13 

UV, RMN de H e C e EM). 

Foram realizados ensaios para avaliacão de atividade 
, 

antimicrobiana frente a alguns microorganismos; atividade 

moluscicida sôbre formas adultaseembriões de Biomphalaria 

glabrata; atividade sobre I..h.r:Jtpanosoma cruzj, atividade 

antinociceptiva e atividade anti-edematogênica. 



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 cí- - acetoxy-2-epi

-vernomargolide, 8 cL- hydroxy-2-epi-vernomargolide-1,4- ci

clohemiacetal and the flavonol 3, 7-dimethoxy-5,3' ,4'-trihy

droxyflavone.The substance 8 d.-acetoxy-2-epi-vernomargolide 

has not previusly reported in the literature. 

From the methanol extract,the flavonol 3, 7-dimethoxy 

-5,3' ,4'-trihydroxyflavone was also isolated.

The isolation of the chemical constituents was car-

ried out using chromatographic techniques while the struc-
1 

tural elucidation involved spectroscopic methods (IV,UV, H,
13 

and e NMR and MS·).

Tests were carried out to evaiuate antimicrobian 

activity against several microorganisms;molluscicidal acti

vity against adult and embryonic forros of Bjomphalaria 

glabrata; activity against the parasite Trypanosoma cruzi 

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

entre outros, são exemplos da ut i 1 i za�ão pelo homem, dos 

produtos naturais de origem vegetal e animal. Entretanto, 
,,

pode-se dizer que somente com o desenvolvimento de metodos 

de separarão e purifica1ão de substâncias, passou a exis

tir efetivamente uma química de produtos naturais. 

Paralelamente, o desenvolvimento das teénicas de 
/ 

analise estrutural, antes realizada principalmente por de-

gradacão química, permitiu que estruturas mais complexas 
1 

fossem elucidadas. 

Desta forma, 'a medida que os metodos espectroscó-

picos de análise foram sendo aperfe i �oados, um número cada 

vez maior de substâncias foi sendo analisado e identi-

ficado, hoje estima-se que este numero esteja por volta 

de 30.000 (1). 

Entre as várias famílias do reino vegetal, a Aste

raceae e/sem du�ida uma das malores,dividida em 13 €ribos, 

com mais de 1.000 gêneros e cerca de 23.000 ,/ . espec,es

(2,3,4), sendo o Brasil considerado uma das regiões de 

dispersão de especies desta fam(lia. 

Especies de Asteraceae foram e vem sendo muito 

utilizadas na medicina popular. São citadas na literatura 

como drogas espasmo 1 (ti cas, anti inflamatórias, co lerét i cas, 

anti-hepatotÓxicas,antibióticas,fungistáticas, virostáticas 

e anti-helm(nticas (5,6,7). 

Sob o ponto de vista econômico, plantas desta 

fam(lia têm 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 compõem a fam(lia Astera-

ceae e/a Vernonleae,que possue cerca de 70 gêneros e 1.300 

espécies, dentre estas,cerca de 1.000 são do gênero Verno

nia e boa parte encontra-se no Brasil (8,9,10). 

Uma das caracter(sticas deste gênero e a grande 

frequência de 
,,.. . ocorrencta de lactonas sesquiterpênicas, 

/ 

em suas especies, principalmente da classe dos germacra-

nolidos. Especies do Novo e Velho Mundo 
,,, 

(Amerlca e Afrlca) 

podem ser distinguidas com base na sua complexidade das 

estruturas destas lactonas, pois as especies do Novo Mun

do são mais simples (9). Outra caracter(stica e� a diver

sidade encontrada na classe dos compostos flavonoídlcos, 

pois as espeéles do Novo Mundo sâo ricas em flavonas e 

flavonóis, enquanto aquelas do Velho Mundo o são em flavo

nas. Outras classes de substâncias naturais encontradas no 

gênero Vernonia, porem com menor frequência sao os diter

penÓides, trlterpeniides, esterefides e compostos ac�til�-

nlcos,sendo que os alcalÓides são de 
,., . ocorrenc1a1 limitada. 

O fato das substâncias naturais apresentarem em 

geral, centros quirais bem , 

definidos tem levado um numero 

cada vez maior de qu(micos orgânicos sintéticos a utiliza� 

-las como material de partida para novas s(nteses.

Outros aspectos da ,, . qu1m1ca de produtos naturais 

que tem merecido uma grande atencão, sao a bloss(ntese e a 
J 

quimiossistematica, desta forma procurando esclarecer os 

caminhos metabólicos e a inter-rela�ão entre as várias fa

mílias vegetais. 

Finalmente, a 

nossa flora, exige dos 

rápida devas tacão que vem sofrendo 
, qu1mlcos de produtos naturais, a 
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maxima dedicafão no sentido de determinar a composiyão 

química de nossas espeéies nativas, antes que verdadeiros 

laboratórios naturais desaparecam sob a 

machados. 

acao de serras e
1 



/ / 

1.1-BIOSSINTESE DE FLAVONOIDES. 005 

Os flavonÓides contituem uma classe de substâncias 

bastante difundida na família Asteraceae. 

Como um dos responsáveis pela coloracão das flÔres, 
) 

exerce um importante papel no processo de pollniza1ão, fun-
, cionando como um atraente de passaros e insetos,particlpan-

do então da inter-relacão entre animais e plantas.Participa 
J 

também do processo de defesa do vegetal sob a forma de fl-

toalexinas (43).

Estas su�tâncias são encontradas principalmente em 

plantas superiores,mas foram isoladas 
.I 

tambem em pequena 

proporcao em plantas lnferlores,musgos e em alguns fungos, 
, 

mas estão ausentes em algas e bactérias (11). 

Os compostos flavonoÍdicos são de origem biossinté

tlca mista, possuindo invariavelmente uma unidade basica de 

e ,que provem biogenéticamente de três unidades de acetato 
15 

(C ) e uma unidade de fenilpropano (C -C ) derivada do chi-
6 6 3 

qu imato, apresentando portanto 

C -C -C 

um esqueleto do tipo 

6 3 6 

A fenilalanina da"' origem ao ácido ,, 'p-coumar1co, o

qual se condensa com três unidades de C ,provenientes do a-
2 

cetato para produzir as chalconas, que parecem ser as pre

cursoras de todos os outros esqueletos flavonoídicos exis

tentes (12,14). Esquema 1 (12 e 13).
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1.2-BIOSSINTESE DE TERPENOIDES. 
008 

Por muito tempo, houve duvidas quanto a identidade 

atual da unidade blologlca de e· . Um número considerável de
5 

ácidos e alde(dos de ocorrência natural com C , era tido
5 

como poss(vel precursor dos lsoprenÓldes. 

�CHO 

3-metllbutanal

{cldo 3-metilbut -2-enó'ico
(ácido dimetll acr(lico) 

)=( 
CHO 

3-metilbutil-2-enal

,,, 

acido 2-metilbut -2-(E)
-enólco (a'cldo tígllco)

aéldo 2-metilbut-2-(Z)-enÓlco
( a'c I d o a n g é 1 1 e o ) 
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Alguns destes compostos sao formados de fato, como 
, 

produtos paralelos ao longo do caminho blosslntetlco pr in-

cipal dos lsoprenÓldes. 

O primeiro maior avanc� velo com a descoberta do 

ácido mevalônlco(MVA)t4J como o precursor geral para a

formacão dos terpenÓldes. 
' 

[4] 

Sua forrnacão na célula, e/ mostrada no esquema 
) 

2 (12,14) 

o �H T 

li I
/V\e-C -SCoA 

-Cl--tÇOSCoA

ESQUEMA 2 
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Uma dupla condensa�ão, primeiro do tipo Claisen e 

posteriormente aldÓllca,entre moleéulas de acetll-SCoA, le

va�a formacão do acetoacetll-SCoa[lJ, e 3-hldroxl-3-metll-
s 

glutaril-SCoA[2], HMG - SCoA. Seguem-se então duas redusões 

irrevers(vels, via hemitio-acetal [3] para produzir o aéi

do mevalônico (3R)-MVA[4J, O aéido mevalônlco possui um 

centro quiral no C e so'o enantiômero 3R por ser blolo� 

gicamente ativo,e'utilfzado na biossíntese do isoprenefide. 

O MVA e'então fosforilado, e o MVA-5-plrofosfato[SJ e'des

carboxilado e desidratado, formando o pirofosfato de lso

pentenlla IPP [6J, que e�então lsomerlzado a plrofosfato de 

dlmetllallla OMAPP t7J. 

Essas duas unidades de C ativadas são os equiva-

lentes biologicos do isopreno,sendo os isoprenÓides ou ter

penói des, produtos da sua un Ião, ( IPP + DMAPP), esquema 3 

( 12)
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\ 

Entre as estruturas sesqulterpênicas, foram re

conhecidas mais de clncoenta tipos de esqueletos bási

cos, os quais podem ser formados a partir do cls,trans

-farnesll PP[8J ou trans,trans-farnesll PP[9J ou ainda ne

rolldll PP[lOJ; conforme o esquema 4 (12). 
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Para a formarão do grupo carboxll, originando as 

lactonas sesqulterpênlcas,o resíduo isopropll admite vários 

estados de oxlda�ão na sua biossíntese, como e�mostrado no

esquema 5 (15). E esta lactonlzafão pode se dar tanto no C
6 

como no C ,com fechamento do anel lactônico em els ou trans. 
8 
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1.3-LACTONAS SESQUITERPENICAS. 014 

O Interesse pelas lactonas sesq�lterpinicas tem 

aumentado consideravelmente, não só entre os químicos, mas 
/ ; tambem entre os blologos,face a sua diversidade estrutural, 

o que possibilita uma série de transformacões 
J 

químicas, 

'as diferentes atividades biológicas e a importância como 

marcador quimiossistematlco. 

Estas substâncias,mesmo sendo encontradas em outras 

fam (1 ias, como Umbe 1 i ferae e Magno 1 i aceae ( 16), podem ser 

consideradas como características de Asteraceae, pois a 

grande maioria das estruturas conhecidas foi isolada desta 

família (4). 

Com o desenvolvimento dos métodos de análise espec

troscópicos, aumentou consideravelmente o número destas es

truturas descritas na literatura, atualmente por volta de 

2.500 (17). 

As lactonas sesqulterpênicas são compostos geral

mente estáveis, lipofÍlicos e de maneira geral, são respon-
., . save1s pelo sabor amargo de alguns vegetais. 

Com relacão a atividade biológica, as lactonas ses-
1 

quiterpênicas podem ser consideradas como tendo: atividade 

citotÓxica e anti-tumor (1,18),anti-helmíntica (19), antl

bió'tlca (1,19), alergênica (1,19) e deterrente (20) entre 

outras. 

Para muitos autôres, a atividade blolÓglca destas 

substâncias está relacionada com a presen�a do grupamen

to 'o -b u t i r o 1 a c to n a - ex. -me t i 1 ê n I c o , d e v I d o a um a p os s (v e 1 r e -

ªfão de adi�ão do tipo Michael,onde este grupo funcionaria

como um forte agente alquilante em centros nucleof(licos de 
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s i s tem a s b i o 1 Óg i e os , ta i s e o mo g r upa me n tos s u 1 f i dr ( 1 i e os 

(1,21). 

Entretanto,esta proposlsão de mecanismo de a�ao 

ainda não e�esclarecedora, poi� são conhecidas algumas su

bstâncias,que apesar de não apresentarem o grupamento ,-bu

t iro la�ona- °" -met I lên I co, tambeÍn apresentam a t I v Idade b I o

lÓg i ca. 

Dentre as lactonas sesqulterpênicas,o tipo mais co

mun e�o germacradienolido, o qual esta subdividido em: a) 

germacrolido[ll] isómero trans,trans, formado 'a partir da 

cicllzacão do precursor trans, trans-farnesll PP, b) eis, 
j 

els germacradienolldo [12], e) els, trans-germacradlenolldo 

(melampolldo)(l3] e d) trans,cls-germacradlenolldo (hellan

golido) [14]. Ate;recentemente,a clcllzacão do trans,trans-
� 

farnesil PP, era assumida como sendo o primeiro passo blos-

sintético para a formacão de todos os esqueletos do tipo 
) 

germacra no. No entanto, com a presen�a destes outros : t I pos 

isoméricos, fica a duvida se a lsomeriza\ão da dupla liga�ão 

ocorre antes ou depois da clcllzacão. Se ela ocorrer antes, 
' 

indica , , que o trans,trans-farnesll PP nao e o unlco precur-
,... 

sor das lactonas sesquiterpenlcas do tipo germacrano. 

(13] [14]
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são mostrados a segulr,os possíveis passos biossln-

teticos para a forma�ão da maior parte dos tipos de esque

letos de lactonas sesqulterpênicas da fam(lia Asteraceae. 

Esquema 6 (4). 

(15] Germacrolido,(16] Melampolido,[17] Hellangolldo 

[18Jcis,cis-germacradienolido, [19JEudesmanolldo,[20] Guaia

nolido, [21] Ambrosanolido, (22] Helenanolido,(23] Eremofila

nolido, [24] Elemanolido, [25] Secogermacranolldo,[26] Seco

eudesmanolido,[27] Xantanolido,(28] Secoambrosanolido,(29] 

Secohelenanolido, [30] Norpsilotropin, (31] Bakkenolido,(32] 

Pseudoguaianolido, (33] Secopseudogualanolldo, (34] Nor-hele

nanolido, [35] Chrimoranolido,[36]Trlcosalvlolido,[37J D1s1-

hamifolido, [38] Bourbonolldo, [39] Neohelenanolido,(40] Ca

dinanolldo, (41] Vernomargolldo,[42] "Quing Hau Sau". 
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2-PROPOSIÇAO.



O 1.9 

Constituiam objetivos para elaboracão do presente 
' 

trabalho: 

A - Isolar e elucidar as estruturas de componentes 

cos da Vernonia eremophlla Mart. 

� . 
qu1m1-

B - Submeter extratos brutos e su�tâncias isoladas a ensai

os para avaliacão de atividades biológica e/ou farmaco< 

lógica. 

C - Com as substâncias mais abundantes, pretendia-se reali

zar modificacões estruturais, visando avaliar as alte-
1 

racões das atividades blologlcas e/ou farmacolÓglcas. 
J 
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3-DESCRICÃO DO VEGETAL
VERNONIA EREMOPHILA MART.
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O vegetal encontra-se descrito na Flora Braslllen

sis (22), da seguinte forma: 

11 Subarbusto multo ramlflcado,ramos sempre com pilo

sidade velutina castanha; folhas subsesseis estreitamente 

lanceoladas, inteiras, planas algo coria�eas,coberta de pi

losidade castanho-acinzentado; capítulos pequenos, cerca de 

10 flôres dispostas mais ou menos espa�adas, formando uma 

panícula escorpiÓide, sésseis, com brácteas bem evidentes; 

invólucro escamoso 4-5 seriado, as do Interior lanceoladas, 

as do exterior deltÓides, sempre agÚdas, ascendentes, com o 

dorso com pilosidade velutina; aquênios vilosos; papus es

branquicados, as cerdas do Interior 3-4 vezes maiores que 
i 

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 aplce subagudos, coberta 

de pilosidade brancacenta, diminutamente pontuada de resi

nas.Capítulos espar�amente cimeiras escorplÓides ,solitári

os com uma bractea lanceolada cerca de 1 polegada de com

primento.Envólucro campanulado cerca de 4 linhas de compri

mento, escamas agÚdo lanceoladas ate;acuminadas do exterior 

menor na parte do dorso com pilosidade serícea castanha.Co

rola cerca de 4 linhas de comprimento, branca, sem pêlos. 

Aquênios curtos,densamente vllosos. 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 fracionamento em coluna cromatograflca da fase em 

acetato de etila obtida por tratamento do extrato bruto 

_primeiramente com hexano e depois com acetato de etila,

forneceu uma substância de consistência oleosa que foi 

cristalizada em metanol. 

Esta substância codificada como V.e.A (3,289), após 

recristalizacão em hexano/acetato de etlla, apresentous 
intervalo de fusão de 130-132Q C e peso molecular 438 obser-

vado no espectro de massas de baixa resolucão(flg.4). 
J 

As bandas de absorcão no espectro de IV

-1 
) 

em 1770 e 1220 cm e os sinais do espectro 

(fig 1) 
13 

de RMN - C 

(fig 3) em 169,4, 162,0 e 125,1 ppm permitiram Inferir da 

existência de um grupamento r -but Iro lacto na - ot, p.. - 1 nsa

turado com a dupla llgacão endocícllca tetrasubstltuída(es-
l 

1 

trutura I). Esta conclusão pôde ser feita visto o espectro 
1 

de RMN H (fig.2) não apresentar o duplo dubleto caracterís-

tico da dupla ligacão exocíclica (44).
J 

R R 

\ \ 
o Estrutura I

A presenra de um grupamento carbonlla cetônlco na 

molécula e�sugerido atraves dos espectros de IV pela banda

-1 13 
de absorcão em 1720cm e de RMN- C, pelo sinal em 207,0 

J 

ppm. 
-1

A banda de absorião em 1735 cm no espectro de IV
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e os t rês s ·i n g 1 e tos e o m d e s 1 o e a me n to q u ( m i e o d e 2 , O 5 , 2 , 1 O 
I 

e 2,15 pprn, com Intensidade de 3 protons cada, no espectro 
1 

de RMN- H, i nd I cam a presen1a de três grupamentos acetato 

na moleéula. Esta lndicacão pode ser verificada também 
) 

13 
através do espectro de RMN- C, pelos sinais em 169,6, 

169,8 e 170,4 ppm (45). 

Nota-se tambem, no espectro de IV, bandas de absor
-1 

!ão em 935 e 805 cm , sugerindo a presen1a de um grupa-

mento epÓxido na moleéula, evidência que tambem pode ser 
13 

obtida atraves do expectro de RMN- C, pelos sinais em 

54,9 e 58,5 ppm. 

No espectro de RMN- H, observa-se ainda dois sln-

gletos com deslocamento qurmlco de 1,50 e 1,60 ppm,atrlbur-
., dos a dois grupamentos meti la presentes na molecula.

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

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

Assim sendo, através das análises conjuntas dos es-
13 1 

pectros de IV, RMN- C e H, comparados com dados encontra-

dos na literatura (23-25,47,50) propõe-se a estrutura II, 

como sendo a da substância V.e.A,descrlta na literatura co

mo glaucolido-B. Ela foi isolada anteriormente de algumas 

. espécies de Vernonla e recentemente em nossos laboratórios 

da Vernonia fruticulosa Mart. (26). 

Estrutura II 

Glaucolldo-8. 
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4,2-ANALISE DOS PRODUTOS DAS REAÇOES DE HIDROGENAÇAO/HIDRO-
� 

GENOLISE DO GLAUCOLIDO-B. 

Como foi citado nos objetivos, pretendia-se reali

zar modlflca�ões estruturais com as substâncias Isoladas 

em maior quantidade, visando avaliar as altera7ões das ati

vidades biológicas. 

Hoffman e Rabi (1) e Kupchan et al (21), relataram 

que a atividade biológica das lactonas sesqulterpênicas es

ta relacionada com a presen1a do grupamento f -butirolacto-
,... . na-� -met I len I co . Em vista disto, preten-

deu-se modificar a estrutura lactônlca do glaucolldo-8, 

transformando-o na estrutura III para observar a atividade 

biológica do composto formado. 

' ;, ' . .  ,•·� � \S 11 o

Glaucolido-8 

11 

� 

Estrutura III

Usando-se PtO como catallzador, fêz-se uma reacão 
2 

J 

de hldrogenacão/hldrogenÓllse com parte do glaucolldo-8. 
J 

Após a purificarão, obtêve-se duas substâncias co-

dificadas como glaucolldo-8-H e glaucolldo-B-H . 
1 2 
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4.2.1-ANALISE DO GLAUCOLID0-8-H 

1 

Um dos produtos da reaião, após a recristalizacão 

com hexano/acetato de etlla, apresentou-se como um sólido 

cristalino (80 mg) com intervalo de fusão de 142-144º C e 

foi codificada como glaucolido-B-H . 
1 1 

Analisando-se o espectro de RMN- H (fig.6) do glau-

colido-8-H , pôde ser observado o desaparecimento de um dos 
1 

grupos acetato, o que levou a conclusão da ocorrência da 

reacão de desacetllacão proposta. 
l r 

Nota-se tambem, que o multlpleto centrado em 4,90 

ppm no espectro de RMN H do glaucolido-8 (fig.2) com uma 

·intensidade de quatro prótons, relativ�aos dois prótons do

C , um do C e um do C ,  aparece agora com uma Intensidade
13 6 8

de dois prótons, relativos a um no C ,  e outro no C .
6 8 

O C , ao sofrer a hidrogenÓlise foi transformado 
13 

em uma metila vinÍlica, consequentemente os prótons 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 homoalllicamente com H ou H , (flg.7). 
6 8 

O intervalo de fusão, obtido para o glaucoll

do-B-H , e�bastante coerente com aquele descrito na litera-

tura para o 13-desacetoxi-glaucolldo-B que e; de 146-148.C 

(26,27). Consequentemente, pode-se afirmar que a substância 

codificada como glaucolido-B-H corresponde ao 13-desaceto-
1 

xi-glaucolido-B (Estrutura IV).
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O outro produto da reacão também foi recristalizado 
� 

em hexano/acetato de etlla,fornecendo 170 mg de uma subs-

tância cristalina, codificada como glaucolldo-8-H . 

Através da análise do espectro de RMN- H (flg.9 

pôde-se concluir que ocorreram reacões de hidrogenólise de 
j 

um grupo acetato e de hidrogenacão da dupla ligacão entre 
J J 

C -C . Na verdade, foi obtida uma mistura de diasteroisô-
7 11 1 

meros,uma vez que pode ser observado no espectro de_ RMN H, 

como esperado, algumas alteracões no perfil do mesmo. Pode
J 

-se notar que os prótons do C aparecem como um dubleto 
13 

mal resolvido, em 1,28 ppm. Além disso, parece vlavel a e-

xistência de outro dubleto centrado em 1,20 ppm,parcialmen

te sobreposto. 
1 

Observa-se também, no espectro de RMN H um quadru-

pleto relativo ao próton 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). 
/ 

São 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 meti las liga

das a C e C 
4 10 

1 
Portanto,após a análise do espectro de RMN- H, che-

gou-se a conclusão de que esta substância corresponde ao 

13-di idrodesacetoxi-glaucolido-8 (Estrutura V), (27).
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Estrutura IV

13-desacetoxl-glaucolldo-B
.. 

o 
.. •

_· / 

-�\o

Estrutura V

13-dl ldrodesacetoxl-glaucolldo-8

Não foram realizadas as reacões posteriores para se 
J 

obter o anel lactônlco com a dupla ligafâo exocícllca, uma 
......

vez que as quantidades de 13-desacetoxi-glaucolldo-8 e 13-

-dihidrodesacetoxi-glaucolldo-8 eram Insuficientes para se

rem submetidas a ensaios biológicos e prosseguir com as

reacoes.

4.3-ANALISE DE V.E.B 

Esta substância, codificada com V.e.B, foi Isolada 

a partir do fracionamento em coluna cromatográfica do ex

trato bruto em acetato de etlla e apresentou intervalo de 

fusão de 224-226 ° C. 

A analise do espectro de IV (fig.13), mostra bandas 
-1

de absorcão em 820,915,1110,1495 e 1590 cm, Indicativos
J 

da presenca de anel aromático. Estes valores, aliaâos a 
J 
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existência de uma banda de absorcão larga, entre 3100 a 
-1 -1 1 

3.400 cm ,e outra em 1.300 cm, sugerem a presen5a de hidro-

xllas fenÓllcas na molecula (28). 

A presenfa de um grupamento f - pirona na estrutu

ra desta substância, pôde ser deduzida pela banda de absor
-1 

·-

cao, no espectro do IV, a 1660 cm {29). A partir destes da
, 

dos,foi proposto ser a substância V.e.B pertencente a clas-

se dos compostos flavono(dicos. 

A análise do espectro de RMN- H (fig.14), indica a 

presenca de duas metoxilas, em 3,80 e 3,90 ppm e hidroxllas 
1 

/ 

fenollcas em 12, 70 e 9,30 ppm. 

Estas informaTões, aliádas a presen�a de prótons 

aromaticos entre 6,20 e 7,70 ppm e sabendo-se ser o peso 

molecular igual a 330, através de espectro de massas 

{fig.16),pode-se chegar a uma provavel fórmula molecular 

e H O para a substância V.e.B, atrlbu(da a uma est.rutura 
17 14 7 

flavono(dica com duas metoxilas e três hldroxilas (30). 

A análise de espectro de UV desta substância em me

tanol (fig.15)deixa evidente a presen7a de bandas de absor

cao do anel A (banda II) com máximos de absorcão em 252 e
J J 

264 nm e do anel B (banda I) em 357 nm,típicas de flavonói-

des. 

Este Último maximo de absorcão foi um indicativo 

que a susbstância V.e.B fÔsse um flavonol. Segundo Harbone 

et al (31), as flavonas possuem um máximo de absorcão rela-· 
s 

tivo ao anel 8 entre 304-350 nm,enquanto que nos flavonóis, 

esta absorcão aparece entre 350-385 nm. 
j 

Isto tambem pode ser deduzido a partir do espectro 
1 / 

de RMN-H, já que não se observa sinal de um proton vin(llco 



O 3 C\ 

que estaria ligado ao C ,  em caso de tratar-se de uma fla-
3 

vona (46). 

Com o intúito de elucidar o padrão de substltuicão 

da molécula, foram registrados os espectros de UV na pre

se n Ta d e r e a g e'n te s d e d e s 1 oca me n to , ( f i g . 1 5 ) . 

A análise dos resultados,mostra que com a adi7ão de 

metÓxldo de sÓdio,houve um deslocamento batocrômlco na ban-

da Ide 39 nm, 

ao e 

indicando a presenca de uma hidroxila ligada 
J 

4" 
O acetato de sódio, por ser uma base mais fraca, 

tende a ionizar significativamente, so.,. as hidroxllas fenó

licas mais acidas. O fato de não ocorrer deslocamento da 
; 

banda II na presenca de acetato de sodlo, indicou que a hl
J 

droxila do C , provavelmente estivesse metoxilada (31-33). 
7 

Quando se adicionou cloreto de aluminlo, foi obser-

vado deslocamento batocrômico, da banda I, de 86 nm. Com a 

adicão de a"cido clor(drico a esta solucão,houve um de'sloca-
> J 

menta hipsocrômico dessa mesma banda,em relacão 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-
5 

sência de hidroxila no C ,tem-se na moleéula um grupo o-di-
3 

hidroxi nos e e e

4" 3" 



CH 

OH 031 

OH 
li 

o R

O Estrutura VI 

OH 

HC 1 aq. 

o g
"'- . .  ·•

Al 2+
Estrutura VIII 

A presenfa de hldroxllas vlclnals tambem pôde ser 

observada quando da adifão de ácido borlco 'a solu�ão de 

V.e.B e aceto de sódio por um deslocamento batocrÔmlco, na
OH 

banda I, de 20 nm. ( 31 e 32).
6 /-OH 

Estrutura IX 

CHp 

NaAc/H 80 
3 3 

Estrutura X 
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Consequentemente, pode-se afirmar que a segunda me

toxila esta ligada ao C 

Através da análise conjunta dos espectros obtidos 

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

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

substância V.e.B e'o 3,7-dimetoxl-5,3' ,4'-trl ldroxl flavo

na. 

As fragmentações do espectro de massas apresentadas 

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

OH 

OH 

OH o Estrutura XI 

3, 7-dimetoxi-5,3' ,4'-trl idroxlflavona 



CHp 

CH.p 

Caminho 1 

OH 

m/z 330 (100%) 

+ 
(A + HJ 

m/z 167 (46%) 

Caminho 2 

OCH
3 

OH 

m/z 330 (100%) 

Esquema 7 033 

-t 

� 

CH 

� 

OH 

+. 

m/z 166 (11,2%) m/z 164 (6%) 

+ 
OH 

-3> 

+%e
01/ 

m/z 137 

-co

m/z 138 (19,4%) 

OH 

H 

-co
==> 

OH 

H 

(56%) m/z 109 (29, 4%) 

H 

+
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4.4 - ANALISE DE V.E.e. 

Esta substância foi lsolada,juntamente com V.e.e , 
1 

do extrato em acetato de etlla. As duas substâncias foram 

separadas e purificadas atraves de recristalizarão. 

Aquela denominada V.e.e apresentava-se como sólido 

cristalino,com intervalo de fusão de 205-207º C.Parte do ma

terial foi enviado ao Prof. J. Mann na Universidade de Rea

ding para obtencão de espectros de RMN e EM, e o restante, 
1 

apos obtencão do IV, foi enviado aos laboratórios para rea-
i 

lizacão de ensaios biologicos. 
} 

Na Inglaterra foram obtidos os espectros de 
1 

RMN H 

(400MHz, fig.18)sem a realizacão de desacoplamento de splns 
) 

e tambem os dados do ron molecular, obtidos atraves de lo-

niza1ão química. Estes dados do espectrometro de massas,per

mitiram deduzir que a substância V.e.e possuia íon molecu-
·+

lar de 372,1663 u.m.a.(correspondente a C H O + NH ) .
17 22 8 

Restaram 4mg de substância, com trayos de 
1 

4 
Impureza 

com a qual foram obtidos espectros de RMN H(200 MHz,flgs.19, 
13 

20),com desacoplamento de splns (figs.21-24)e e.Os espec-
1 

tros de RMN H a 200 e 400 MHz mostraram o mesmo perfil, ex-

ceto pelas impurezas da amostra remanescente. Na análise a 

seguir, são mencionados os valores do espectro em 400 MHz. 
/ 

Atraves do espectro de IV(fig.17), observa-se ban-
-1

das de absorrão a 1.705, 1.725 e 1.750 cm,relativos a gru-

pamentos carbonílicos de cetona, de ester alifático e de 

lactona o< ,(3 i nsaturada. 

Estes grupamentos tambem são evidenciados através 
13 

do espectro de RMN C(BB,fig.25)com os sinais a 212,0, 170,5 

e 169, 5 ppm, relati vos_ aos carbonos carbon Íl i cos dos grupa-
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mentos cet8nico, acetato e lactona�pinsaturada.

Um grupamento acetato está 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 próton cada, são Indicativos de dois prótons vl

nÍlicos ligados ao C . O fato destes sinais se apresenta-
13 

rem como dois singletos,e não como dois dubletos, como nor-

malmente ocorre com as lactonas sesquiterpênicas �, r insa-

turadas por dupla liga�ão exocícllcas, indica que o C esta 
7 

tetra substituído. Pensou-se na possibilidade de haver uma 

hidroxila ligada a este carbono, mas esta idéia foi descar-
13 

,,, 

tada apos observar os espectros de RMN C 88 e DEPT(flgs.25, 

e 26 ), onde se verifica a existência de um sinal em 50,0 

ppm no 88,que desaparece no DEPT.Isto é indicativo da exis

tência de um carbono quaternário bic(clico, sugerindo assim 

que um outro carbono deva estar ligado ao C ,  originando um 
7 

esqueleto de lactona sesquiterpênica não multo comum. 

A fórmula molecular desta substância Indica a 

presen�a de oito oxigênios. Sabendo-se que cinco deles 

pertencem as funcões cetona, lactona e acetato, previamente 
' 

mencionadas ,pôde-se deduzir da existência de três hidroxi-

las já indicadas no espectro de IV(fig.17). 

No espectro de RMN H(flg.18),observa-se dois sinais 

slngletos com intensidade de três prótons cada, em 1,22 e 

1,33 ppm, relativos a duas metilas, permitindo Inferir que 

os carbonos aos quais estas meti las estão ligadas, não pos

suem outros prótons. 

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 protons estão acoplados entre si, 
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� � 
por acoplamento gemina!, e tambem com o proton do trlpleto 

em 4,55 ppm(1H,J=3,0) o qual está ligado ao carbono que pos

sui um grupamento acetato (flg.21). 
� 

Estas conclusões foram obtidas atraves das cons-

tantes de acoplamento e desacoplamento de spins eletrônicos. 

Este mesmo raciocinio foi feito com os outros 

substância. 

protons da 

Outro duplo dubleto centrado em 2,44 ppm (1H,J=4,0 

e 12,5) 
,,, 

indica que este proton tem um acoplamento gemlnal 
.,, , 

com o proton responsavel pelo dubleto em 1,40ppm(1H,J=12,5) 

o qual acopla tambem com o próton que aparece como um du

bleto em 2, 77 ppm(1H,J=4,0), o qual deve ter como vizinho 

uma carboni la {figs.22 e 23) (49). 

O próton ligado ao C ,  o qual se encontra em posl-
2 ~ .,, 

cao equatorial, deve formar com o proton axial ligado ao C 
) 

3 

um ângulo diedro de aproximadamente 80� consequentemente 

não deve ser observado um acoplamento entre os dois. 

O Último duplo dubleto que aparece no espectro de 
1 

RMN H (fig.18), centrado em 3,27 ppm (1H,J=5,5 e 7,0),suge-

r e que e s te p r ót o n , 1 i gado a carbono e a r b i n Ó 1 1 e o , e s te j a a -

coplado ao proton do C ,que aparece como um dubleto em 4,27 

ppm (1H,J=5,5) (fig.24) e também acoplado ao próton da hi-

droxi la gemina!, que aparece como um dubleto em 5,57 ppm 

(1H,J=7,0).Segundo Silverstein(24),"hidroxlla ligada a car

bono secundario, quando em presenra de DMSO ou acetona(deu

terados), podem aparecer como um dubleto acoplando com o 
1 

proton gemina! no espectro de RMN H. 11 

Os outros dois singletos, que aparecem em 3,86 e 

5,20 ppm,são provavelmente das outras duas hidroxllas exis

tentes na moleéula. 
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/ /. Atraves das analises conjuntas dos espectros,prin-
,, 

cipalmente os desacoplamentos realizados, aliados aos dados 

da literatura relativos a uma substância com estrutura se

melhante isolada de Vernonla marglnata, (37) pode-se pro

por uma estrutura[XIIJ para a substância V.e.C,a qual pare

ce ser inédita ate'o momento. 

Esta proposta de estrutura e' reforcada pelo fato 
1 

de ocorrer neste vegetal a substância glaucolldo-B, 

vel precursora de V.e.e e V.e.e , como demonstrado na 
1 

posta de biossíntese a seguir. 
o 

\\ 
II O 

o 

OAC 

� 

� 

--3> 

AC 

···OAC

o 

f-'I �ç::::::::�/,,, ÜA C 
� 

.)'$ 

poss,-

pro-

o 8 �-acetoxl-2-epi-vernomargolldo 

Estrutura XII

A substância Isolada de V. marginata, difere de 

V.e.e por apresentar no C o substltulnte 8 �-tlgloxl, e no
8 

C , o H em � .

A estereoquímica foi definida comparando-se as 

constantes de acoplamento observadas no RMN H (flg.18) com 

o modêlo mo lecu lar, e comparando-se ta-mbém com dados da li -

teratura (38). 
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,,,, 

4.5 ANALISE DE V.E.C 

1 

Esta substância foi obtida da mesma fra�ão croma

tográfica que 8oc-acetoxl-vernomargolido(V.e.C), e separada 

após diversas recristalizacões.Os cristais apresentaram in
, 

tervalo de fusão de 158-160 ° C. 

No espectro de IV{fig.27), observa-se uma banda de 
-1

absorcão forte em 1.750 cm, relativa a um grupamento carbo-
l 

n íl i co de lactona o<.. , (3 i nsa turada, além de bandas de absor-

cao de hidroxilas. 
) 

Não são observadas, no espectro de IV, bandas de 

absorcão de cetona ou de ester alifático, como ocorre ems 
V. e. C.

1 

Quando da análise dos espectros de RMN H,de V.e.e 
1 

{figs.28,29e30), pode ser percebido que eles tem perfis se-
1 

melhantes aos espectros de RMN H de V.e.e, {flg.18), • mesmo 
1 

as constantes de acoplamento dos sinais comuns no RMN H de 

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

vam ter esqueletos semelhantes, porem com alguns substitu-

intes diferentes.

No C de V.e.e não ocorre grupamento cetônico co-
1 1 

mo em V.e.e, conforme pode ser observado no espectro de IV.

Ao invés do grupo ceto, ocorre um hemiacetal, o que e'indi-
13 

cacto no espectro de RMN C {fig.25)através do sinal em 106,0 

PPM {37,38).Este dado leva a conclusão que deve ter ocorri

do uma reacão entre a hidroxila do C e o C ,  resultando na 
J 

4 1 

formacão de um ciclo-hemiacetal. 
} 

1 

No espectro de RMN H, obtido após a adicão de D O' 2 
{fig.29),observa-se na região de 3,30-3,50 ppm,um sinal de 
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um dubleto (1H,J=5,0), acoplado com o próton do C em 4,20 
6 

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

P os to a o s i n a 1 d u b 1 e to d o .Prol o n no C. ( 1 H ) , 1 n d i c ando a ' 
5....., 

,,..__ ,, ., existencla de outro carbono carblnollco na molecula. Desta 

forma, pode-se afirmar que no carbono de V.e.e onde existe 

um grupamento acetato, em V.e.e ocorre uma hldroxlla. 
1 1 

Os outros sinais nos espectros de RMN H de V.e.e 
1 

são multo semelhantes aos de V.e.e, e as atribuicões de ca-
• 

da sinal ao seu respectivo próton são as mesmas. 

O espectro de massas de V.e.e não apresentou o pi-
1 

co do íon molecular,mas sim aquele relativo a M-18 em 294, 

( 7, 5%) u. m. a (fig. 31). 

Através da análise conjunta dos espectros, da com-
-

paracao com os dados espectrais de V.e.e e dados da li
, 

teratura (37,38), pode-se concluir que V.e.e corresponde a 
1 

8°"-hidroxi-2-epi-vernomargolldo-1,4-clclosemlacetal[XIIIJ. 

Esta substância foi citada anteriormente como ten

do sido isolada somente do vegetal Vernonla marginata(37). 

OH 

8()(.-hidroxi-2-epl-vernomargolido-1,4-clclosemiacetal 

Estrutura XIII 
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4.6 - AVALIAÇAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DOS EXTRATOS VEGE-
� 

TAIS E SUBSTANCIAS ISOLADAS. 

- / � 

4.6.1 - ENSAIO DE AfAO QUIMIOPROfILATICA SOBRE A ESQUISTOS-

SOMOSE. 

A esquistossomóse ainda e/considerada como uma das 

grandes endêmias que assolam o Brasll,devldo principalmente 

a persistência de higiene precarla e ao frequente contato 

com aguas infestadas, o que torna difícil o seu contrôle, 
/ 

apesar dos esfor1
os das autoridades sanltarlas.

/ Para combater o Schistossoma mansonl,trematoda cau-

sador da enfermidade, e�necessárlo interromper o seu ciclo 

evolutivo, e isto pode se dar , . em var1os pontos do mesmo, 

tais como,tratamento de esgoto, exterm(nio do molusco,ou da 

cercária, bloqueio da penetra�ão da cercária e medicamento 

para tratamento dos doentes. Parece que o exterm(nio do mo

lusco, em colecões de águas naturais e artificiais e'um dos 
) 

meios eficazes de profilaxia. 

4.6.1.1-AVALIA�ÃO DA ATIVIDADE MOLUSCICIDA SÔBRE CARAMUJOS

ADULTOS. 

Como pode ser observado na tabela I, somente a su

bstância glaucolido-8 (V.e.A), apresentou boa atividade so

bre caramujos adultos,causando 90% de mortalidade na con-

centracão de 100,0 ppm, e 40% a 10,0 ppm. Entre os extratos 
l 

brutos, aqueles obtidos com metanol e acetato de etlla,mos

traram ser ativos a 100,0 ppm. 
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O uso de molusclcldas naturais vem sendo Incenti

vado pela Organizacão Mundial de Saúde, visto que os produ• 
tos sintéticos tem apresentado alta toxicidade aos seres 

vivos do melo ambiente e também de custo elevado. 

Desde 1933,quando os frutos de Balanltes aegyptja

'-à. foram utilizados no contrôle da esqulstossomóse,mals de 

de 1.000 espécies vegetals,de várias partes do mundo, foram 

testadas com esta finalidade. 
, ,, Entretanto, apesar de varias especles terem apre-

sentado alguma atividade,muito pouco se sabe a respeito dos 
� � 

constituintes qu1mlcos das plantas responsavels pela acão 
J 

molusclclda. 

Entre as substâncias mais. ativas, Incluem-se os 

trlterpenos pentac(clicos (saponinas) (39). Entre os ses

quiterpenÓldes, algumas lactonas sesqulterpênlcas foram re

portadas como a 1 tamente to"'x I cas a moluscos ( 40), sendo que 

o helenalln [43] apresentou 100% de atividade rnolusc�clda a

10,0 ppm e 80% a 7,o ppm em rela1ão a Biomphalarla glabrata

enquanto que o damsln (441 estruturalmente multo semelhan

te, não mostrou atividade. 

(43] (44] 
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TABELA I - RESULTADOS DOS ENSAIOS DE AÇÃO MOLUSCICIDA SÔ

BRE CARAMUJOS ADULTOS (B.GLABRATA). 

Vegetal/Substância 

V.eremophila

V.eremophlla

V.eremophila

V.e.A(glaucolido-8)

Glaucolido-B,H 
,.f 1

Glaucolido-8-H 
2 

V.e.8

V.e.e + V.e.e

Atividade* 
Tipo de Concentração(ppm) 
extrato 1,0 10,0 100,0 

M 

H 

Ac 

1/10 3/10 

0/10 0/10 

1/10 2/10 

1/10 4/10 

0/10 0/10 

0/10 0/10 

1/10 2/10 

0/10 1'/10 

9/10 

0/10 

7/10 

9/10 

1/10 

0/10 

3/10 

2/10 

Resultados 

Ativo a 
100 ppm 
Inativo 

Ativo a 
100 ppm 
Ativo a 
100 ppm 
Inativo 

Inativo 

Inativo 

Inativo 

Solventes : M = metanol, H = hexano, Ac = acetato de etlla 

* número de caramujos mortos/números de caramujos utili

zados no ensaio.

4.6.1.2 - AVALIACAO DA ATIVIDADE SOBRE DESOVAS DE CARAMUJOS 
J 

Uma outra forma de combater a proliferarão de mo

luscos, e/a destrulcio de seus ovos antes -da eclosio, o que 
l 

ocorre em média 10 dias após a postura. 

Os extratos vegetais e as substâncias isoladas de 

V,eremophila, foram testadas para verificacão de suas atls 
vidades sôbre desovas de 8.glabrata, sendo os resultados 

obtidos reunidos na tabela II. 

Nota-se que somente o glaucolldo-8 (V.e.A), apre

sentou atividade sÕbre desovas na concentrarão de 100,0 

p p m , e o m um ( n d i e e d e não e c 1 os ão d e 7 2 % . 
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TABELA II - RESULTADOS OE ACAO MOLUSCICIDA SOBR{ DESOVAS OE 

B. GLABRATA.

Desovas* 
Vegetal/Substância Tipo de 

Extrato 
Concentra�ão{ppm) Resultados 
1,0 10,0 100,0 

V.eremophila

V.eremophila

V.eremophila

V.e.A(glaucolido-B)

Glauco 1 i do-B-H
1 

Glaucolido-8-H 
2 

V.e.B

V.e.e + V.e.e

M 

H 

Ac 

4/54 20/41 0/55 

4/54 2/58 6/66 

10/52 8/44 12/57 

1/100 3/95 69/95 

0/70 0/64 0/84 

0/79 0/122 2/69 

1/74 

0/69 

0/43 0/57 

2,/58 0/54 

Inativo 

Inativo 

Inativo 

Ativo a 
100 ppm 
Inativo 

Inativo 

Inativo 

Inativo 

Solventes : M = metanol, H = hexano, Ac = Acetato de etlla 

* 
,, ,, 

numero de desovas mortas/numero de desovas utilizadas 

no ensaio. 

4.6.2 - AVALIAÇAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA. 

Existem na literatura, várias referências sôbre a 

utilizacão de extratos vegetais, bem como de lactonas ses> 
quiterpênicas em ensaios contra bactérias e fungos. 

Foi observado que a maior parte destas substâncias 

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 etlla, e as 

substâncias V.e.A {glaucolldo-8), glaucolldo-8-H , glauco-
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lldo-8-H , V.e.B e V.e.e + V.e.e . 
2 1 

Os resultados estão reunidos na tabela III, onde 

observa-se que somente a substância glaucolldo-8,apresentou 

boa atlvidade,ou seja,uma inibicão moderada contra S.aureus 
j 

e forte inibicao contra B.cereus. 

TABELA III-RESULTADOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Vegetal/Substância Tipo de 
Extrato 

V.eremophlla

V.eremophila

V.eremophila

V.e.A(glaucolido-B)

Glauco 1 i do-8-H 
1 

Glaucolido-8-H 
2 

V.e.8

V.e.e + V.e.e
1 

H 

M 

Ac 

Solventes : H = hexano, M =

X = nao foi realizado 
+++ = forte inibição 
++ = inibi�ão moderada 
* microorganismos
I - Candida albicans
II - Bacillus cereus
III - Escherichla � 
IV - Klebslella eneumonlae

Microorganismos 
I II III IV V VI VII 

+ 

+ 

++. 

- +++

++ 

++ 

metanol, Ac = acetato de 
1 
1 + = inlbiçâo fraca 
1 = nenhuma inibl�ão

X 

X 

X 

X 

X 

etila 

1 
1 
1 
1 
1 

V - Staphylococcus aureus 
VI - Mycobacterjum smegnatls
VII- Staphylocçccus eplderml-
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4.6.3 - AVALIACAO DA ATIVIDADE SOBRE TRYPANOSOMA CRUZI. 

A Doenca de Chagas e�também um dos grandes pro-
J 

blemas brasileiros na área da Saúde PÚblica, dada a sua 

grande incidência em diversas regiões do Brasil, principal

mente nas regiões interioranas, alem de estar disseminada 

tambem em outras regiões da Amerlca Latina (42). 

Extratos vegetais ensaiados anteriormente (2),mos

traram-se ativos sôbre culturas de T.cruzl, o que levou a 

a realiza�ão de ensaios para a avaliarão das atividades dos 

extratos brutos e substâncias isoladas neste trabalho. 

Os resultados porém não foram satisfat6rlos, por-
"'

que nenhum dos extratos brutos e substancias puras ensaia-

das apresentaram atividade sobre T.cruzl, nos testes II ln 

vitro 11 

4.6.4 - AVALIACÃO DA ATIVIDADE ANTI-EDEMATOGÊNICA 
J 

Resposta edematogênica Induzida pela dextrana ou 

pela carragenina. 

A resposta edematogênlca e'um dos sinais da res-
,,,

posta inflamatoria que e'decorrente do aumento de permlabl-

lldade vascular, que ocorre na mlcrocirculacão devido a 
J 

a
1

ão dos mediadores liberados. A llbera1ão dos mediadores 

no processo inflamatório e�altamente dependente do estimu

lo flogogênico. 

Estes estímulos flogogênlcos podem ser a carrage

nina (polissacar(deo sulfatado) que produz edema com um pi-
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co maximo em torno da terceira ou quarta hora, edema esse 

consequente da forma 1
ão de prostaglandinas e cininas, ou a

dextrana (pol(mero da gllcose,PM = 70.000) que,pela sua ca

pacidade de degranular mastÓcltos, promovem a llbera5ão de 

histamina e de serotonina que Irá produzir edema com um pi

co máximo entre a primeira e segunda hora. 

Os resultados obtidos nos estudos anti-edematogêni-

cos do glaucolido-B, glaucolldo-B-H e glaucolido-B-H não 
1 2 

mostraram nenhum efeito sôbre os edemas induzidos pela car-

ragenina e pela dextrana. 

4.6.5 - AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA. 

Metodo da contorcão em camundongos. 
j 

O modêlo da contorcão abdominal induzida por subs-

tâncias irritantes, como por exemplo o aéido acético, Inje-

tadas na cavidade peritoneal de camundongos, tem com6 obje

tivo testar farmacos que poderiam apresentar alguma ativi

dade analgesica, associada com a a�ão anti Inflamatória. 

Atraves das contorcões Intermitentes do abdomen, 
i 

torcão do tronco extensão das patas traseiras, pode - se 
.) 

quantificar a algesia induzida pela lnjerão lntraperltoneal 

do agente irritante e dessa forma evidenciar se uma droga 

pode ou nao apresentar a�ão analgeslca. 

Os resultados obtidos nos mostrou que o glaucolldo 

-B na dose de 160 mg/kg reduziu a resposta de contor�ão em

camundongos em 58%, enquanto que nas doses de 80 e 40 mg/kg

reduziu parcialmente as contorcões, 36 e 28% respectlvamen-
>

te.
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Já o glaucolido-8-H na dose de 160 mg/kg também 
1 

reduziu parcialmente as contorcões em 24%,e galucolldo-8-H 
J 

2 

reduziu em 11% na mesma dose. 

Diante dos resultados obtidos, concluímos que o 

glaucolldo-8 na dose de 160 mg/kg éaltamentre analgeslca, 

quando comparada com a indometaclna (bloqueador da síntese 

de prostaglandlnas), 5mg/kg promove uma.lnlbi
1
ão de cerca de 

50 a 60% desta resposta. Ao mesmo tempo,pode-se afirmar que 

os produtos da reação de desacetllaza_Fo e de hidrogena�o 

apresentaram reducão nesta atividade farmacolÓglca do glau-
> 

colido-B. 
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5 - PARTE EXPERIMENTAL .
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5.1 - EQUIPAMENTOS E MATERIAIS UTILIZADOS. 

1 - Os solventes e reagentes empregados foram: 
1 13 

<a> Para RMN H e C,utlllzou-se solventes deutera-

dos Merck.
/ 

<b> Para as analises de UV, utilizou-se solvente

Merck grau Uvasol.

<e> Para o isolamento e purificacão das substâncl-
, 

as, utilizou-se solventes comerciais que fo-

ram purificados e tratados por destllafão e

secagem.

2 - Nas separarões por e.e. utilizou-se srllca gel 

60(0,040-0,063 mm), para a e.e.o. utilizou-se 

silica gel 60 GF e para a C.C.P. slllca gel 
254 

60 PF , todas da Merck. 
254 

3 - Para cromatografia em coluna filtrante, uti

lizou-se carvio ativo da Merck. 
� 

4 - Para a purlflca�ão do flavonolde em mini colu-

na, utilizou-se Poliamida 11 da Merck, e as 

cromatoplacas do mesmo adsorvente, foram da 

Schleider & Schuell. 
- � 

5 - Nas reacões de hldrogenacao/hidrogenollse, foi 
J J 

usado como catalizador, PtO da Merck.

2 � 6 - Foram usados como reveladores cromatograflcos,

lâmpadas de UV(254 e 366 nm), exposicão a va-
, 

pores de iodo e purlfica5ão com ácido sulfúri-

co seguido de aquecimento a aproximadamente 

1oo•c por alguns minutos. 

7 - Os criterios de pureza adotados foram a nltl-
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dez no intervalo de fusão e o obervafão de uma 

unica mancha em e.e.D. frente aos reveladores 

citados, variando-se a fase móvel. 

8 - As medidas do Intervalo de fusão foram deter

minadas em aparelho Flsher-Johns, montado com 

lente de aumento, sem correcão do termômetro. 
J 

-

9 - Os solventes foram evaporados sob pressao re-

duzida em rotavaporadores. 
-

10- O aparelho utilizado para as rea1oes de hidro-

genacâo/hidrogenÓlise foi o hidrogenador cata
) 

lítico de Parr.

11- Os espectros na região de IV foram registrados

em espectrofotômetro Perkln Elmer,modêlo 1.430

utilizando pastilhas de KBr ou emulsão com nu

jol. Usou-se filme de poliestlreno como refe-
-renc1a.

12- Os espectros na região do UV foram registrados

em espectrofotômetro Varian, modêlo 634-S.

13- Os EM foram registrados em espectrômetros

Hewlett-Packard,modêlo 5.995 na UFSCar,e A.E.!.

modelo MS-12, na Universidade de Readlng, In-

glaterra.

14- Os espectros de RMN H, foram registrados em

espectrômetros Brucker Ac80(80MHz),Brucker Ac

200(200MHz) no DQFM/SC-USP e Brucker Ac400

(400 MHz),na Universidade de Reading,utlllzan

do-se TMS como referência Interna.
13 

15- Os espectros de RMN C, foram registrados em es-

pectrômetros 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 Dlaman-

tina(MG) e Identificado por Hermorgenes de Freitas Leitão 

filho, do Departamento de Morfologia e Sistemática Vegetais 

do Instituto de Biologia da UNICAMP. 

5.3 - EXTRACAO. 

O vegetal completo, depois de seco e estabilizado 

em estufa de ar circulante a 40º C, foi pulverizado em moi

nho de martelo, fornecendo 11,4 kg de po� o qual foi extra

ido sucessivamente com hexano, acetato de etlla e metanol. 

As solu1ões foram filtradas, e os solventes eliminados em 

evaporador rotatório, fornecendo 124 g de extrato hexânlco, 

114 g de extrato em acetato de etlla e 299 g de extrato me

tanÓlico, denominados extratos brutos. 

5.4 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO EM ACETATO DE ETILA DE 

V.EREMOPHILA.

O extrato bruto em acetato de etila(l14g), foi so

lubilizado em clorofórmio, sendo que a parte solúvel (70g), 

foi a�sorvida em pequena por1ao de sllica gel. Esta mis

tura depois de sêca, foi fracionada por cromatografia de a

dsorcão em uma coluna de vidro com 1.000 g de sillca gel. A 
) 

coluna foi desenvolvida com hexano, acetato de etila e me-

tanol em gradiente crescente de polaridade,retlrando-se fra

cões de 350ml, conforme descrito na tabela IV. 
l
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TABELA IV- FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO EM ACETATO DE 

ETILA. 

------------------------------------�----------

Fra16es Eluente 
-------------------------------�-��--------��--

1 - 3 Hexano 

4 - 6 Hexano/Acetato de et i la 98:2

7 - 22 Hexano/Acetato de etila 96:4 

23 - 46 Hexano/Acetato de et i la 90:10

47 - 61 Hexano/Acetato de etila 80:20

62 - 72 Hexano/Acetato de etlla 60:40

73 - 84 Hexano/Acetato de etlla 20:80

85 - 99 Acetato de etila 

100- 105 Acetato de etlla/Metanol 95:5

106- 123 Acetato de etila/Metanol 90: 10

124- 129 Acetato de etila/Metanol 80:20

130- 137 Acetato de etila/Metanol 6D:40

138- 144 Acetato de etlla/Metanol 20:80

145- 159 Metanol 
-------------------------------------------------

As fracões retiradas da coluna, foram analizadas 
J 

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

matográfico semelhante, conforme mostrado na tabela V. 
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TABELA V - FRAÇOES REUNIDAS APOS O FRACIONAMENTO MENCIONA-

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

DO NA TABELA IV. 

( 1 - 12) 

( - 13)

(14 - 16) 

(17 - 31) 

(32 - 39) 

(40 - 61) 

(62 - 68) 

(69 - 71) 

(72 - 76) 

(77 - 79) 

(80 - 83) 

(84 90) 

(91 - 96) 

(97 - 98) 

(99 -104) 

(105-109) 

(110-159) 

Substância Isolada 

V.e.A

V.e.8

V.e.e+ V.e.e

V.e.E

massa (g) 

3,2806 

0,0813 

0,2010 

0,0033 

5.5 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO METANOLICO DE V.EREMOPHILA. 

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

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

adsorvido em 700g de silica gel, e submetido a cromatogra-
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fia de adsorfão em coluna.A elui�ão foi realizada com hexa

no,aceto de etlla e metanol,em gradiente crescente de pola

ridade, retirando-se fracões de 300ml,conforme descrito na 
J 

tabela VI. 

TABELA VI- FRACIONAMENTO 00 EXTRATO BRUTO METANOLICO 

-----------------------------------------------

Fracões Eluente 
-----------------------------------------------

1 Hexano 

2 8 Hexano/Acetato de etila 80:20 

9 13 Hexano/Acetato de et i la 70:30

14 - 18 Hexano/Acetato de etila 50:50

19 - 24 Hexano/Acetato de etila 20:80

25 - 32 Acetato de etlla 

33 - 35 Acetato de etila/Etanol 95:5

36 - 44 Acetato de etila/Etanol 90: 10

45 - 49 Acetato de etlla/Etanol 80i20

50 - 59 Acetato de etila/Etanol 60:40

71 - 80 Etanol 

As fracões retiradas da coluna, foram analisadass 

por e.e.o. sobre silica gel, e reunidas quando apresenta-
,,,,

vam comportamento cromatografico semelhante, conforme mos-

trado na tabela VII. 
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TABELA VII - FRACOES REUNIDAS APOS O FRACIONAMENTO MENCIO-
J 

NADO NA TABELA VI. 

Fracões Substância isolada massa (g) 
J 

-----------------------------------------------

1 ( 1 - 8)

2 ( 9 - 14) V.e.f

3 (15 - 18)

4 ( 19 - 27) V.e.B

5 (28 - 30)

6 (31 37)

7 (38 - 42)

8 (43 - 48)

9 (49 - 52) V.e.G

10 (53 - 65)

11 (66 - 69)

12 (70 - 80)

5.6 - PURIFICAÇAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS 

,- ,.. 
5.6.1 - PURIFICACAO DA SUBSTANCIA V.E.A 

J 

0,0220 

0,0350 

0,0072 

A fracão cromatográfica que continha esta substân
i 

eia apresentava-se como um Óleo de cor amarelo claro. Esta 

fracão foi recromatografada em uma pequena coluna utillzan
> 

do-se sílica gel como adsorvente. Como apresentava-se ainda 
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com consistência oleosa, foi cristalizada em metanol e re

cristalizada em hexano/acetato de etlla , obtendo-se 3,28g 

de cristais incolores, codificados como V.e.A. 

J � 

5.6.2 - PURIFICACAO DA SUBSTANCIA V.E.B 
l 

Verificou-se que nas fracões 77-79 do extrato em 
J 

acetato de etila, e fracões 19-27 �
do extrato metanollco 

formaram-se cristais amarelos escuros, que foram dissolvi

dos em metanol e a solucão passada através de uma coluna 
J 

filtrante de carvão ativo. Após a concentra�ão da solu�ão, 

precipitou um sólido amarelo, que foi recristalizado 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 flavonolde, fêz-se uma croma

toplaca de poliamida, usando-se metanol/AcOH/H O (90:5:5) 

como fase móvel para avaliarão da pureza da substância. 

A revela�ão sob luz UV, evidenciou a presenra de 

duas manchas bem separadas entre si, além de uma terceira 

quase sobreposta a mancha mais polar. 

Fêz-se uma mini coluna de poliamida,como adsorven-
�

te, e metanol como fase movel. 

Obteve-se um flavonÓide puro codificado como V.e. 
� 

B, alem de outro impuro (as duas manchas quase sobrepostas 

não se separaram). Foram realizadas 
� ' varias recristaliza-

-coes bem como novas colunas de poliamida, mudando-se a po-
> 

laridade do solvente, sem conseguir separar as duas subs-

tâncias. Consequentemente esta mistura foi deixada para es

tudos posteriores. 



5.6.3 - PURIFICAÇÃO DAS SUBSTANCIAS V.E.e E V.E.e . 
1 
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Nas fracões 97-98 do extrato em acetato em etila, 
J 

formaram-se cristais incolores, lavados com eter etílico e 

analizados através de e.e.o. Como havia indica�ão de pelo 

menos duas substâncias com polaridades bem próximas, fêz-se 

uma cromatografia em coluna. foram utilizados sillca gel 

como adsorvente e acetato de etlla e metanol em gradiente 

crescente de polaridade, ate;atingir 50% de cada um,como e

luente. 

As substâncias solidas foram submetidas a su

cessivas recristalizacões em hexano/acetato de etila, ate�a 
l 

obten�ão de duas substâncias cristalinas e incolores, codi-

ficadas como V.e.C(40mg) e V.e.e (8,3mg). 

As substâncias ou misturas de substâncias, codifi-

cadas como V.e.E, V.e.f e V.e.G, não foram analizadas, uma 

vez que as varias tentativas de purlfica1ão se mos·traram 

infrut(feras. Pretende-se tentar a purificação através de 

cromatografia liquida de alta pressão ou teénica similar, 

em futuro proximo. 

- - ; 

5.7. - REAGAO DE HIDROGENA�AO/HIDROGENOLISE DA SUBSTANCIA

V.E.A E PURIFICACÃO DOS PRODUTOS.

Uma solucão de 1.000mg de V.e.A em 300ml de etanol 
J 

absoluto foi submetida a hidrogenafão em recipiente fechado 

'a temperatura ambiente, com a agltafão na presen�a 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, 
J 

o filtrato foi concentrado e analizado por e.e.D.Verificou-
-

-se ter havido a formarªº de uma mistura de vários produtos.

Fracionou-se esta mistura em coluna, utilizando-se 

sílica gel como adsorvente e hexano/acetato de etlla a 50% 

ate�acetato de etlla/metanol a 50% como eluente,em gradien

te crescente de polaridade. Foram obtidos cristais ainda 

i m p u r os , se p ar a d os a t r a"v e s d e C . C . P . , após s u c e s s I v as r e -

cristalizacões obteve-se duas substâncias em maior quanti-
> 

dade. 

Estas substâncias apresentaram-se como � . sol1dos 

cristalinos brancos, e foram codificadas como glaucolldo-8-

H (80mg,9,2%) e glaucolido-8-H (170mg,'19,5%). 
1 2 

5.8 - DADOS FISICOS E ESPECTROSCOPICOS DAS 

ISOLADAS. 

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

Intervalo de fusão de 130-132° C. 

SUBSTANCIAS 

IV 

KBr -1
\f ( cm )
max. 

2.920(md,C-H), 1.770(F,C-O), 1.735(F, 

C-O), 1.720(md,C-O), l.440(md,C-H),

1.370(md,C-H), 1.220(f,C-O), 935(f,

C-O), S0S(f,C-O).
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1 

RMN H { 80MHz, coe 1 )cf 
3 

2,30-3,00(m,H ) 
2,2" ,3,3" ,9,9" ,5 

13 

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,l0{s,C AcO-Me). 
8 10 

RMN C {20MHz,CDCl ),BB1 d°' 207,0{C ), 40,4{C ), 31,6 
3 1 2 

EM 

{C ), 54,3{C ), 58,5(C ), 80,6(C ), 
3 4 5 6 

125,l(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,B(C -C ), 20,3(C -
8 2" 10 1" 10 

C ), 170,4{C -C ), 21,3{C -C ). 
2" 13 1" 13 2" 

(baixa resolucão)m/z 
s 

, + + 
438tMJ

º 

,177[C H O {3AcO)J
6 9 6 

+ 
(20%), 122[C H O J (100%). 

7 6 2 

5.8.2 - 13-DESACETOXI-GLAUCOLIDO-B{GLAUCOLIDO-B-H ). 
1 

IV 

1 

I n ter v a 1 o d e f u sã o d e 14 2 - 14 4
° 

C . 

nujol -1 
\f ( cm ) 
max. 

1.770{F,C-O), 1.730 e 1.740(F,C-O) 

1.715(F,C-O), l.655{md,C=C). 

RMN H { 80MHz, coe 1 ) d'
3 

2,20-3,00(m,H ), 
2,2" ,3,3" ,9,9" ,5 

4,60-4,85(m,H ), 1,95(d,H ,J=2,5), 
6,8 13 

1,60(s,H ), 2,08(s,C AcO-Me), 
14,15 8 

2,12(s,C AcO-Me). 
10 
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5.8.3 - 13-DIIDRODESAEETOXI-GLAUCOLIDO-B(GLAUCOLID0-8-H) 
2 

IV 

KBr -1
\f ( cm ) 
max 

1.775(F,C-O), 1.730-1750(f,C-O),1.720 

(md,C-O). 
1 

RMN H (80MHz,CDCl )cl' 2,15-3,00(m,H ), 
3 2,2",3,3",9,9",5 

4,35(1,H ), 5,50(1,H ), 4,l0(q,H , 
8 6 11 

J=6,5), 3,40(d,H ,J=7,5), 1,25(d,H , 
7 13 

J=6,5), 1,50(s,H ), l,62(s,H ),2,00 
14 15 

(s,C -AcO-Me), 2,l0(s,C -AcO-Me).
8 10 

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

IV 

1 

Intervalo de fusão de 224-226
°

C. 

KBr -1
\\' ( cm ) 
max. 

3 .100-3550(md, C-O), 1. 660(md, C-O), 

1.590(F,C-H), 1.495(F,C-H), 1.llP(md, 

C-H), 915 e 820(md,C-H).

RMN H (80MHz,DMSO-d )(f 6,35(d,H ,J=2,5), 
6 6 

6,70(d,H 
8 

7,50(dd,H 

uv 

MeOH 
À ( nm) 
max 

J=2,5), 6,90(d,H ,J=9,0), 
5" 

J=2,5 e 9,0), 7,58(d,H ,J=2,5), 
2" 

(s,C -OMe), 3,90(s,C O-Me). 
7 3 

252, 264, 357; (MeOH + AlCl )271, 
3 

300(om), 443; (MeOH + AlCl + HCl) 
3 

6" 
3,80 

263, 272(om), 360(om), 400; (MeOH + 

NaOMe) 262, 396; (MeOH + NaOAc) 255, 

374, 410(om); {MeOH + NaOAc + H 80 ) 
3 3 

255, 377. 
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+ + 

(baixa resolucão)m/z 
( 

330 [M]"(100%), 315 [M-15] 
+ 

(4%), 312 [M-18(H O)J (18%), 299 [M-31 
2 

+ + 

(CH O)] (8%), 287 [M-43(CH CO)] (37%), 
3 3 

+ +. 
244 [M-2(43)] (10%), 166 [A J (11%), 

+ + 
167 [A +HJ (46%), 137 [B J (56%). 

1 2 

5.8.5 - 8()(-ACETOXI-2-EPI-VERNOMARGOLIDO(V.E.C). 

Intervalo de fusão de 205-207
g

C. 

nujol -1 
IV � (cm) 3.300-3.600(F,C-O), l.750{F,C-O),

max 

1 

1.760 e 1.775(ressonancla de Fermi),

l.725(md,C-O), 1.705(md,C-O), 1.640

(f,C=C), 1.260(md,C-O). 

RMN H (400MHz,DMSO-d )<f - 2,77{d,H ,J=4,0), 2,44
6 2 

( d d , H , J = 4 , O e 12 , 5 ) , 1 , 4 O ( 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,ll(dd,H ,J=3,0 
9 9" 

e 16,0), 5,72(s,H ), 6,29(s,H ), 
13 13" 

1,22(s,H ), 1,33(s,H ), 1,98(s,C -
14 15 8 

-AcO-Me).

13 
R M N C ( 5 O M H z , D M SO-d ) , B 8, d' 2 11 , O ( C ) , 7 O , O ( C ) , 

6 1 2 
35,S(C ), 74,5(C ), 77,0(C ), 79,0 

3 4 5 
(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 -C ), 24,09(C -C ). 

8 1" 8 2" 
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Como este espectro e; de V.e.e, com impureza de 

V.e.e ,observam-se sinais em 105,0(C ), 53,5(C ), 43,0(C ),
1 1 7 2 

relativos'a substância V.e.e 

5.8.6 -

IV 

1 

1 

8°'-- HIDROXI-2-EPI-VERNOMARGOLID0-1,4-CICLOSEMI

ACETAL. 

Intervalo de fusão de 158-160
°

C. 

nujol -1 
\Í ( cm ) 3.220-3460(F, C-O), 1. 750(F, C-O), 
max. 

1. 660(md, C=C), 990(md, C-O).

RMN H (80MHz,DMSO-d + CDCl )cl" 2, 70(d,H ,J=5,0),

1 

6 3 2 
2,40(dd,H ,J=5,0 e 11,0), 1,40(d,H , 

3 3" 

J=ll,0), 4,20(d,H- ,J=5,0), 1,95(dd,H , 
6 9 

J=2,5 e 14,0), 2,l0(dd,H ,J=2,5 e 
9" 

14,0), 5,75(s,H ), 6,40(s,H ), 1,25 
13 13" 

(s,H ), 1,35(s,H ). 
14 15 

RMN H (80MHz,DMSO-d + CDCl + D O)d' - 3,40(d,H ,J=5,0),e
6 3 2 5 

EM 

3,35-3,45(H ,parcialmente sobreposto) 
8 

+ 
(baixa resolucão) m/z 

s + 
- 294 [M-18] (7,5%),

[CH COJ (100%) 
3 

43 
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5.9 - ENSAIOS BIOLOGICOS 

5.9.1 - VtRitICACAO DA ATIVIDADE MOLUSCICI0A SOBRE CARAMU
) 

JOS ADULTOS E DESOVAS. 

Este ensaio foi realizado por gentileza da Ora. 

Cec(lia Pereira de Sousa, no Centro de Pesquisas 11 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 agua desclor�da utilizando uma solucão a 
.) 

2% de tiosultafo de sÓdlo),obtendo-se assim uma solufão fi

nal com concentracão de 100,0ppm da amostra. 
J 

A partir desta solucão, foram preparadas dlluicões 
J J 

de forma a obter ao final concentracões de 10,0 e 1,0ppm. 
J 

Cada uma das solucões preparadas como descrito acima, foi 
J 

colocad� em frascos de 250ml contendo dez caramujos adultos 

de B.glabrata com variacão no diâmetro da concha de 13 e 20 
, 

mm. 

Paralelamente, foram distribu(das desovas de 0-1 dia de 

idade em frascos contendo 10,0ml de cada solucão preparada, 
' 

sendo uma desova para cada frasco. 

Os caramujos adultos e desovas ficaram expostos'as 

so lucões por um per Íodo de 24 horas, • tendo s Ido ut i 1 i zada 
) 

água desclorada como contrÔle. Após este per(odo, caramujos 

e desovas foram lavados com água corrente e deixados em 

gua desclorada durante 4 dias, havendo a renovarão da água 

dos fraçcos diariamente. Durante esta fase, foram realizadas 
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anotacões quanto a mortalidade e ao aspecto geral, tanto 
J 

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 embriões. 

5.9.2 - VERIFICACAO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA.

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram rea

lizados por gentileza da Ora. Astréá M. Giesbrecht, do Ins

tituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. 

Para os ensaios mlcrob_lologlcos, as amostras das 

substâncias puras e extratos vegetais, foram dissolvidas 

em DMSO em concentracões de 0,1 e 2,0mg/ml. A partir destas 
� 

s o 1 u e õ e s , for a m r e t i r a d a s a 1 í quotas ,d e O , O 3 m 1 e e o 1 o e a d os 
J 

em pocos cavados em meio de cultura stlidos j� Inoculados 

(método de difusão no Agar), sendo utilizados os seguintes 

microorganismos no ensaio: C,albjcans, 8.cerius, E.co·li, f.:.

pneumonieae, S.aureus, M.smegmatis. 

Como meios de cultura, foram utilizados o meio de 

Saboureaud e Triptycase Soy Agar. Como contrÔles positivos, 

foram utilizados anfotericina B(lmg/ml) para C.albicans, e 
/ � estreptomicina (lmg/ml) para as bacterias, e como controles 

negativos foram utilizados solventes puros e placas Inocu

ladas sem amostra. 
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5.9.3 - INIBIÇÃO 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 substâncias 

puras isoladas, pre"viamente solubilizadas em etanol, foram 

adicionados em tubos de. cultura contendo meio de Waree(5,0 

ml) nas concentracões de 2,5, 5,0 e 10,0ug/ml. Antes da re-
J 

lizacio dos ensaios, foram reall_zados contr8les de microor-
-' 

ganismos (meio de cultura + células) e do solvente (meio de

cultura + celulas + volume maior do solvente utilizado no

experimento).

O inócuo foi reallzado'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 �o me

io em cada tubo.A leitura do resultado foi reallzada,obser

vando-se a turva7ão do melo de cultura em comparasão com

o tubo contrôle. Os resultados -sao expressos por : ( ++++)

droga sem acão, crescimento Igual ao contrôle, (+++) peque
) 

na acão, (++) 50% de acão, (+) 90% de acão, (O) 100% de ini-
J ) J 

b I cão.

5.9.4 - ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA. 

Ensaio realizado no Laboratório de Farmacologia da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Prêto-USP, 
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por gentileza da Ora. Glória Emilia Peto de Sousa. 

Os camundongos utilizados (pesando entre 20-259), 

foram anteriormente mantidos em jejum durante 12 horas (� 

noite) e os experimentos foram sempre realizados no período 

matutino, para obter uniformidade das respostas. 

Inicialmente os animais recebiam o tratamento oral 

com a substância em teste diluida em cremophor RH-40 a 10% 

através de uma cânula de polietileno, num volume padroniza

do de 0,5ml. Trinta minutos depois, os animais recebiam ln

traperitonealmente a injecão do agente irritante, no caso, 
) 

o ácido acético a 0,5% em volume de 0,2ml.O número total de

contorcões foi obtido pela soma do número de contorcÕes nos 
, J 

intervalos 5, 10 e 15 minutos. 

Os ensaios-com o glaucolido-8, foram nas doses de 

40, 80 e 160mg/kg, e com glaucolldo-8-H e H ,  foram na dose 
1 2 

160mg/kg. 

5.9.5 - ESTUDO DA ATIVIDADE ANTI-EDEMATOGENICA. 

Ratos Wistar, pesando entre 170-2009, eram manti

dos em jejum durante 12 horas ta noite). A producão do ede-
, 

ma era realizada 30 minutos após a admlnlstracão da subs-
J 

tância em teste, em uma das patas traseiras dos ratos, pela 

injecão intraplantar de carragenina(200ug/0,lml) ou dextra-
J 

na (200ug/0,1ml), sendo que a pata contra lateral recebeu 

Igual volume de salina.O método utilizado foi o de ferreira 

(1979). Este método baseia-se na reposicão do líquido (Lau-
' 

ril sulfato de sódio) deslocado pela Imersão da pata do a-

nimal em uma cuba contendo o referido l(quldo. 

A reposicão e/feita por uma bomba de Infusão com 
) 
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um fluxo constante de 2,4ml/min. 

A pata do animal e' imersa durante 20seg., após o 

que e/retirado, e observado o tempo da 

do na cuba. 

repos i cão do 1 rqu i -
' 

A diferênca entre o volume de líquido deslocado 
I 

pela pata injetada e aquele pela pata contrôle, multiplica

do pelo fluxo do líquido de preenchimento (40mll.ie9), cor

responde'a medida do edema produzido. 
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6-CONCLUSOES
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CONCLUSOES 

., 

A analise fitoquímica realizada com o vegetal 

Vernonia eremoplila Mart. permitiu obter as seguintes con

clusões: 

1 - Do extrato em acetato de eti la, da planta total, 

foram isoladas e identificadas três lactonas sesqulterpêni

cas: glaucolido-B, 80(- acetoxi-2-epi-vernomargolido e 8ot.

-hidroxi-2-epi-vernomargolido-1,4-ciclosemiacetal, bem como 

um flavonol: 3, 7-dimetox i-5, 3", 4_" -trl idrox i flavona. 

2 - Do extrato em metanol,da planta total,fol tambem 

isolado o flavonol 3, 7-dimetoxl-5,3" ,4"-tri idroxiflavona. 

3 - Das quatro substinclas isoladas e Identificadas 

uma e;provavelmente inédita,o 8d:-acetoxi-2-epl-vernomargo

lido. Esta substância apresenta esqueleto não usual para 

esta classe de produtos naturais, possivelmente formado'a 

partir do glaucolido-B. Jakupovlc et al {37) ao proporem o 

esqueleto dos vernomargolidos, mencionaram não 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 resultados se constituem em informa�Ões 

iniciais para o estudo fltoquímlco desta espécie vegetal. 

5 - Com a substância glaucolldo-8, por ser a mais 

abundante em um dos extratos, foram realizadas rea�ões para 

modifica�ão da estrutura, a fim de avaliar as altera�ões de 

atividade biologica e/ou farmacológica. Foram obtidos 13-de

sacetoxi-glaucolido-8, por hidrogenÓlise e 13-di ldrodesace-
..... .,, 

toxi-glaucolido-8, por hldrogenacao e hldrogenolise. 
J 
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Com os extratos brutos, substâncias isoladas e pro

dutos de reacões, foram realizados ensaios blologicos, cu• 

jo� resultados permitiram concluir que: 

1 - Dos três extratos brutos ensaiados, aqueles obti

dos com metanol e acetado de etila, apresentaram acão toxica 
J 

para forma adulta de Biomphalaria glabrata, respectivamente 

com 90 e 72% de atividade a 100,0 ppm. Por outro lado,nenhum 

dos extratos inibiu a eclosão dos ovos deste molusco. 

2 - Dentre as substâncias puras,somente o glaucolido

-8 mostrou-se ativo, com 90% de toxicidade a 100,0 ppm e 40% 

a 10,0 ppm,com relacão a forma adulta de B,glabrata. Com re-
) 

lacâo a desovas, a mesma substância foi ativa a 100,0 ppm, 
j 

com reducão de 72% na eclosão de ovos. 

3 - Nenhum dos extratos brutos, ou substâncias puras 

evidenciou atividade sôbre Trypanosoma cruzl. 

4 - Com relacão a atividade antimicrobiana dos ex-

tratos brutos, somente aquele obtido em acetato d� etila 

mostrou atividade, moderada contra 

Staphylococcus aureus. 

Baclllus cereus e 

5 - Dentre as substâncias puras,o glaucolido-8 apre-

sentou forte inibicão no crescimento de B.cereus e moderada 
J 

no de S. aureus. 

6 - Com o glaucolido-8 e produtos de reacoes, foram 
) 

realizados ensaios farmacológicos para avaliacão de atlvi-
J 

dade anti-edematogênlca e antinociceptiva. Os resultados 

obtidos, mostraram que o glaucolldo-8 reduziu a resposta de 

contorcão em camundongos (acão antinociceptiva) em 58% a 
j J 
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160mg/kg, enquanto que os produtos das reacoes,na mesma do
, 

se, apresentaram reducão bem menos significativa. Portanto, 
J 

o glaucolido-8 apresentou acão altamente analgéslca, quando
J 

comparado com a indometacina. Nenhuma das três substâncias 

evidenciou atividade anti-edematogênlca. 
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