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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
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METABOLITOS SECUNDARIOS EM VERNONIA TWEEDIEANA BAKER

AUTOR: Ricardo Basso Zanon
ORIENTADORA: Margareth Linde Athayde
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 07 de abril de 2006.

O uso de plantas medicinais sempre teve uma importancia vital no cotidiano da
humanidade. No entanto, apenas uma pequena parte destas ja foram estudadas e
tiveram suas acdes farmacoldgicas comprovadas cientificamente. Um exemplo de
planta ainda desconhecida quimicamente é Vernonia tweedieana Baker (Asteraceae),
vulgarmente conhecida como assa-peixe. E uma planta caracteristica da regido Sul do
Brasil que é usada popularmente para o tratamento de doencas respiratérias,
principalmente pelas suas propriedades expectorantes. Este trabalho descreve o
isolamento e identificacdo de seis constituintes quimicos presentes no extrato CH,Cl, e
de um no extrato AcOEt das folhas de Vernonia Tweedieana Baker. As folhas foram
coletadas em marco de 2004, no municipio de ljui-RS. A espécie foi localizada e
identificada pelo Prof. Dr. Geraldo C. Coelho (DeBQ-UNIJUI). Material testemunha
encontra-se depositado no Herbario do Departamento de Biologia da UFSM sob o
registro n° SMDB 9536. O material vegetal seco e moido (1.900 g) foi macerado
utilizando como solvente etanol:agua (65:35, v/v). Apos sete dias o extrato foi filtrado e
concentrado sob pressao reduzida para remover o etanol. Fez-se fracionamento desse
extrato bruto com solventes organicos de polaridades crescentes (CH,Cl,, AcOEt, n-
BuOH). Da fracdo CH,Cl, caracterizou-se os triterpenos a e b-amirinas e lupeol, ainda
os esterodides b-sitosterol, estigmasterol e espinasterol; e da fragdo AcOEt o flavonoide
eriodictiol. Os compostos isolados foram analisados por CG-EM-IE, IV, RMN de 'H e
RMN de *3C e seus dados espectroscépicos foram comparados com os obtidos da
literatura. Ainda, na avaliacdo da toxicidade aguda foi verificado que nenhum dos
extratos apresentou toxicidade em doses até 5.000 ng/mL. Também, pelo método do
DPPH, foi constatada atividade antioxidante para as fracbes AcOEt e n-BuOH da
planta, apresentando ICs, de 22,52 e 17, 44 ng/mL, respectivamente.

Palavras-chaves: Vernonia tweedieana Baker, triterpenos, esterbides, a e b-amirina,
lupeol, b-sitosterol, estigmasterol, espinasterol, eriodictiol.
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ABSTRACT

SECUNDARY METABOLIC OF VERNONIA TWEEDIEANA BAKER
Author: Ricardo Basso Zanon
Advisor: Profa. Dr2. Margareth Linde Athayde

The species Vernonia tweedieana Baker is an herbaceous plant widely distributed in the
plains of Paraguai, Argentina and south of Brazil and popularly known as “assa-peixe”.
This plant is used in traditional medicine as an expectorant medicament. So far, this
plant was not studied on the phytochemical and biological point of view. This work is a
contribution to the phytochemical study of the Asteraceae. The leaves of V. tweedieana
Baker were collected in march of 2004, in ljui — Rio Grande do Sul, Brazil, and identified
by Dr. Geraldo C. Coelho (UNIJUI). The respective voucher specimen was deposited in
the herbarium of the Federal University of Santa Maria (UFSM)-RS (code SMDB 9536).
The leaves (1.900 g) were dried in an air circulating stove at 40 °C, pulverized in mill
and extracted by maceration with 65% EtOH at room temperature for seven days. The
ethanolic extract was filtered and the ethanol was removed. Finally, the extract was
retake in water and partitioned using organics solvents with increased polarity: CH,Cl,,
AcOEt and n-BuOH. We report the isolation and identification of six constituents of the
CH,CI, fraction: the triterpenes a-amyrin, b-amyrin and lupeol and the steroids b-
sitosterol, stigmasterol and spinasterol. The flavanone eriodictyol was isolated from the
AcOEt fraction. The constituents were identified through spectral data of the infra-red,
GC-MS, 'H-NMR, ®*C-NMR and DEPT. No deaths and other signs of toxicity and
adverse effect were observed in the evaluation of acute toxicity with doses up to 5.000
mg/kg, that is the maximum dose for acute oral toxicity test for extract of plants. Also,
through DPPH method, AcOEt and n-BuOH fractions of the plant showed good
antioxidant activity with ICsp 22.52 and 17.44 ng/mL, respectively.

Key works — Vernonia tweedieana Baker; triterpenes; steroids; a-amyrin; b-amyrin;
lupeol; b-sitosterol; stigmasterol; spinasterol; eriodictyol; acute toxicity; antioxidant
activity.
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O uso de plantas com finalidade terapéutica sempre teve importancia vital no
cotidiano da humanidade. Houve um extenso periodo em que 0s povos utilizaram e
desenvolveram a fitoterapia visando encontrar alternativas que solucionassem os males
instaurados nas sociedades.

O resultado dessa “evolucdo cultural” no uso de plantas medicinais tornou a
sociedade atual habituada ao uso destas com finalidades terapéuticas. Nota-se uma
busca pelo “naturalismo”, e como consequéncia, a retomada do interesse da populacao
ao uso da medicina natural, seja ela de uma forma mais trabalhada (industrializada) ou
mesmo bruta.

E comum entre os adeptos da fitoterapia o pensamento de que as plantas
medicinais de uso tradicional jA foram testadas e homologadas e assim seriam
remédios eficazes e seguros, naturalmente balanceados, sem os efeitos colaterais
comuns aos produtos sintéticos.

No entanto, deve-se ter em mente que uma planta medicinal € um xenobiético,
isto é, um produto estranho ao organismo. Como todo corpo estranho, os produtos de
sua biotransformacdo sdo potencialmente toxicos e assim devem ser encarados até
prova em contrario. Portanto, o uso popular e mesmo tradicional ndo séo suficientes
para validar eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros.
Neste sentido, as plantas medicinais ndo se diferenciam de qualquer outro xenobidtico
sintético e sua preconizacdo, ou a autorizacdo oficial de seu uso medicamentoso,
devem ser fundamentadas em evidéncias experimentais comprobatérias de que o risco
a que se expoem aqueles que a utilizam é suplantado pelos beneficios que possam
advir (Lapa et al., 1999).

A vasta gama de informacdes sobre o uso de plantas como ‘remédios’ em todos
os lugares do mundo leva a necessidade de se desenvolver métodos que facilitem a
enorme tarefa de avaliar cientificamente o valor terapéutico de espécies vegetais. Como
a maior parte da flora é ainda desconhecida do ponto de vista quimico, bem como o
saber tradicional associado a flora atil, predominantemente em paises em
desenvolvimento, a perda da biodiversidade e o acelerado processo de mudanca
cultural acrescentam um senso de urgéncia em garantir o registro desse saber,

inclusive para uso cientifico (Elisabetsky, 1999).
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Dessa forma, a fitoquimica torna-se importante no descobrimento de novos
principios ativos, tendo em vista que alguns compostos originados de plantas nao
podem ou nunca foram quimicamente sintetizados (Franca, 1999). Um exemplo desses
farmacos sintéticos sdo os horménios e anticoncepcionais obtidos a partir de
sapogeninas extraidas de matérias primas vegetais (Matos, 1998). Embora muitos
compostos derivados de vegetais possam ser sintetizados em laboratorio, tal sintese é
frequentemente tdo complexa que os rendimentos sdo baixos e a producdo
economicamente inviavel.

No entanto, a importancia dos estudos fitoquimicos ndo fica somente no
desenvolvimento de farmacos. Por parte do setor empresarial, a industria farmacéutica
movimenta importante volume de capital, na ordem de bilhdes de dolares, e a busca de
farmacos-protétipos envolve milhdes de dolares de investimento em ciéncia e
tecnologia. Ao se considerar valores econdémicos, é necessario lembrar que o valor
econdmico representa todos os beneficios sociais de um certo produto (empregos,
impostos, etc.) e ndo apenas o valor de mercado. Salienta-se, ainda, os Obvios
beneficios ambientais pela preservacdo do ecossistema (Elisabetsky, 1999).

E neste contexto social que as plantas medicinais e os fitoterapicos adquirem
importancia como agentes terapéuticos e, por isso, devem ser prioritariamente
analisados (Lapa et al., 1999). Assim, a quimica de produtos naturais tem por objetivo
0 esclarecimento e registro dos constituintes resultantes do metabolismo secundario
dos seres vivos, principalmente no campo da fitoquimica, através do seu isolamento e
elucidacao de suas estruturas moleculares (Matos, 1998).

Salienta-se que apesar dessa importancia da fitoterapia na vida do homem e da
grande variedade de plantas utilizadas, apenas 15 a 17% da flora mundial foi estudada
cientificamente quanto ao potencial medicinal (Ferreira, 1998).

Geralmente, os efeitos medicinais e/ou téxicos das plantas estdo relacionados a
um grupo de metabdlitos diferenciados, os quais sdo denominados metabdlitos
secundarios. Estes possuem como funcdo adaptar o vegetal ao meio e representam a

principal classe de substancias vegetais de interesse farmacéutico.
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Esta dissertacdo tem como objeto de estudo etnofarmacolégico a espécie
Vernonia tweedieana Baker, popularmente conhecida como “assa-peixe”, planta
caracteristica da regido Sul do Brasil, Paraguai e Argentina.

O género Vernonia, no qual esta planta esta inserida, abrange uma grande
diversidade de espécies, possuindo representantes no mundo inteiro. As espécies
compreendidas neste género sdo usadas na medicina popular de seus paises, em
grande parte, para fins terapéuticos em doencas respiratérias e disturbios
gastrintestinais.

Com base nos dados referidos, esta dissertacdo faz um levantamento
bibliografico a respeito de constituintes quimicos ja detectados ou isolados em espécies
do género Vernonia. Ainda, descreve os testes de toxicidade aguda e avaliacdo da
atividade antioxidante (DPPH) de fragcbOes extrativas da planta, assim como o0s
processos realizados para a obtengcdo e caracterizagcdo dos compostos isolados da

planta Vernonia tweedieana Baker.



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal desta monografia consiste em estudar
fitoquimicamente a espécie Vernonia tweedieana Baker.

2.2. Objetivos especificos

a Isolar metabdlitos secundarios presentes em folhas do vegetal;

a Ildentificar quimicamente o(s) composto(s) isolado(s) através do uso de
técnicas espectroscopicas;

a Realizar ensaios bioldégicos com o extrato e com fragdes desta planta.



3. REVISAO DA LITERATURA



3.1. Descrigéo da Planta

3.1.1. Descri¢do da Familia Asteraceae (Compositae)

A familia Asteraceae (Compositae) compreende muitos géneros de
plantas, e por conseguinte, inUmeras espécies vegetais. Devido a sua grande
abrangéncia, esta é a maior familia das angiospermas; sdo 920 géneros com
aproximadamente 19.000 espécies (Joly, 1998).

A maior parte das espécies desta familia é composta por plantas de
pequeno porte, ou seja, ervas, subarbustos, trepadeiras ou excepcionalmente,
arvores (Joly, 1998).

De acordo com Joly (1998), as espécies vegetais que compreendem a
familia Asteraceae apresentam folhas muito variadas, inteiras ou fendidas, de
disposicdo alterna ou oposta. Flores sempre reunidas em inflorescéncia
caracteristica, o capitulo. As flores sdo de simetria radial ou zigomorfas até
bilabiadas, hermafroditas ou de sexo separado, pentdmeras, com calice
profundamente modificado. O papilo pode ser piloso ou as vezes espinhoso.
Corola pentamera com 5 lobos iguais. Androceu formado por cinco estames
férteis com filetes livres e anteras introrsas, soldadas em um tubo que é

atravessado pelo estilete.

3.1.2. Descrigdo do Género Vernonia

Este género de plantas recebeu esta denominagdo em homenagem a Will
Vernon, pesquisador botanico que viajou na América do Norte (Cabrera & Klein,
1980).

De acordo com estes autores, as caracteristicas morfolégicas comuns
entre as plantas pertencentes ao género Vernonia sao: invOlucro cilindrico,
campanulado ou hemisférico, com bracteas imbricadas em poucas ou muitas

séries, as exteriores gradualmente mais curtas. Receptaculo plano ou

26



semiconvexo. Flores isomorfas, hermafroditas, de quatro a muitas. Corola
actinomorfa, tubulosa, com Ilimbo profundamente pentapartido. Anteras
auriculadas ou curtamente sagitadas na base. Estilete com ramos lineares,
agudos, densamente pilosos debaixo do ponto de bifurcagcdo; pelos coletores
agudos, unicelulares.

No género Vernonia, os capitulos podem conter s6 flores tubulosas iguais
e hermafroditas (Joly, 1998).

As espécies do género Vernonia sdo ervas perenes, arbustos até arvores
altas, com folhas geralmente alternas e capitulos dispostos em cincinios,
paniculas definidas de cimas ou solitarias, ora nas axilas das folhas, ora
terminais. Flores brancas, rosadas, violaceas ou purpureas (Cabrera & Klein,
1980). As espécies do género Vernonia sdo bastante notaveis em campos
cerrados (Joly, 1998).

3.1.3. Descrigdo da Espécie Vernonia tweedieana Baker

A Vernonia tweedieana Baker (Figura 1), recebeu este nome como uma
homenagem ao botanico e explorador James Tweedie (1775 - 1862).
Popularmente, é conhecida como assa-peixe, lingua-de-vaca, chamarrita, erva-
de-mula, orelha-de-mula, mata-pasto, laguneira (Cabrera & Klein, 1980).

E uma planta comum na regido sul do Brasil, Paraguai e nas provincias de
Missiones, Formosa e Corrientes, na Argentina (Cabrera & Klein, 1980).

Dados fenoldgicos, extraidos de Cabrera & Klein, (1980), indicam que a
Vernonia tweedieana floresce no veréo, durante os meses de Fevereiro, Margo e
Abril, sendo Marco a época predominante.

Cabrera & Klein (1980), descrevem Vernonia tweediana como sendo um
arbusto com cerca de 2 metros de altura, ramoso, com ramos mais ou menos
densamente griseo-pubescentes. Folhas alternas, curtamente pecioladas,
lanceoladas, agudas no apice e atenuadas na base, serradas nos bordos, glabras
na face ventral e com pubescéncia grisacea densa na face dorsal, medem de 7 —

12 cm de comprimento por 1,5 — 2,5 cm de largura, as inferiores maiores.
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Ela representa umas das principais plantas invasoras e daninhas das
pastagens artificiais, implantadas ao longo de toda a costa atlantica (Cabrera &
Klein, 1980).

Ainda, de acordo estes autores, Vernonia tweedieana possui capitulos
muito numerosos, longamente pedicelados, dispostos em numeros de 2-3,
formando cincinios curtos que se agrupam em uma densa panicula definida
corimbiforme. Involucro campanulado, de 5-6 mm de altura por 5 mm de diametro;
filarias dispostas em 4-5 séries, as exteriores lineares, as internas lanceoladas,

agudas, glabras. Flores brancas ou roxas.

Figura 1: Vernonia tweedieana Baker — aspecto geral da planta.
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3.2. Metabodlitos secundarios
3.2.1. Definicdo

Da-se 0 nome de metabolismo ao conjunto de rea¢cfes que continuamente estéo
ocorrendo em cada célula. Portanto, os compostos quimicos formados, degradados, ou
simplesmente transformados sdo chamados metabdlitos.

Segundo Santos (1999) todos os seres vivos derivam de um precursor comum.
Isso explica, por exemplo, porque as principais macromoléculas (carboidratos, lipideos,
proteinas e acidos nucleicos), que vem a ser 0s constituintes quimicos celulares, séo
essencialmente as mesmas, quer num organismo vegetal, quer num animal. Por serem
considerados processos essenciais a vida e comuns aos seres vivos, tém sido
definidos como integrantes do metabolismo priméario. Ou seja, 0 metabolismo primario
compreende as varias reacfes quimicas envolvidas na transformac¢do de moléculas de
nutrientes em unidades constitutivas essenciais da célula.

Vegetais, microorganismos e, em menor escala animais, entretanto, apresentam
um metabolismo diferenciado (enzimas, coenzimas e organelas) capaz de produzir,
transformar e acumular outras substancias ndo necessariamente relacionadas de forma
direta & manutencdo da vida do organismo produtor. Nesse grupo, encontram-se
substancias cuja produgcdo e acumulacdo estdo restritas a um nuamero limitado de
organismos, sendo a bioquimica e o metabolismo especificos e Unicos, caracterizando-
se como elementos de diferenciacéo e especializacdo. A todo este conjunto metabdlico
costuma-se definir como metabolismo secundario, cujos produtos, embora nao
necessariamente essenciais para o organismo produtor, garantem vantagens para sua

sobrevivéncia e para a perpetuacdo da espécie, em seu ecossistema (Santos,1999).

3.2.2. Funcéo e Importancia

Durante muito tempo os metabdlitos secundarios foram considerados produtos

de excrecdo dos vegetais. No entanto, atualmente ja se sabe que muitas destas

substancias estédo diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a adequagao
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do produtor ao meio. Diversas fungdes sdo atribuidas a esta classe de metabdlitos
como: defesa contra herbivoros; protecdo contra raios UV; atracdo de polinizadores e
de animais dispersores de semente, entre outras (Santos, 1999).

E caracteristica dos vegetais a elevada capacidade biossintética desses
metabdlitos secundérios, tanto em relacdo ao niumero como a diversidade em uma
mesma espécie. Este fato é explicado por Harborne (1988, apud Santos, 1999)
segundo a logica de que como 0s vegetais estdo enraizados no solo e ndo podem se
deslocar, eles ndo podem responder ao meio ambiente pelas vias possiveis aos
animais.

Assim, por serem fatores de interacdo entre organismos, 0s metabolitos
secundarios, freqientemente apresentam atividades biolégicas interessantes. Muitos
sdo de importancia comercial tanto na area farmacéutica quanto nas areas alimentar,
agrondmica, da perfumaria, entre outras. Pelo elevado niumero e grande diversidade
destes metabdlitos vegetais eles tém despertado interesse de pesquisadores de varios
campos da ciéncia que véem neles uma promissora fonte de novas moléculas

potencialmente Uteis ao homem (Santos, 1999).

3.2.3. Metabolismo Vegetal Secundario

Como pode ser visualizada na Figura 2, a origem de todos os metabdlitos
secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois
intermediarios principais, o acido chigquimico e o acetato.

O mevalonato € formado da condensacdo de uma unidade de acetoacetil- Coa
com uma molécula de acetil-CoA. Apos a condensacdo alddlica, ocorre uma hidrélise
originando o 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA que é reduzido a mevalonato, numa reacéo
irreversivel. O mevalonato é entdo convertido em isopentenil-pirofosfato, ou isopreno
ativo, a unidade basica na formacao dos terpenos e esterdides. A polimerizagdo do
mevalonato origina moléculas de cadeias carbonadas crescentes de cinco em cinco
atomos de carbono. A molécula de isopentenil-pirofosfato e seu isémero dimetilalil-
pirofosfato formam o trans-geranil-pirofosfato, a partir do qual formam-se os demais

terpenos. Novas ligacOes cabeca-cauda entre trans-geranil-pirofosfato e isopentenil-
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pirofosfato resultardo em sesqui (C15) e diterpenos (C20). Ja a ligacdo cabeca-cabeca
entre duas moléculas de farnesil-pirofosfato (C15) origina o esqualeno, o precursor da

maioria dos triterpenos e esterdides (Santos, 1999). A rota biossintética de esterdides e

triterpenos é apresentada na Figura 3.
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cumarinas piperidinicose
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Figura 2: Ciclo biossintético dos metabélitos secundarios (adaptado de Santos,
1999).
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Figura 3: Rota biossintética de esterdides e triterpenos.
(Adaptado de Wagner, 1993)

3.3. Aspectos Farmacolégicos do Género Vernonia

Pesquisas realizadas em espécies do género Vernonia revelaram algumas
atividades farmacoldgicas dessas plantas. Com base nesses estudos pode-se ter uma
projecdo de atividades e possiveis principios ativos que poderdo ser evidenciados na
planta estudada nesta dissertacao.
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Espécies do género Vernonia tém sido estudadas quanto ao seu potencial anti-
helmintico, antiparasitario, antimicrobiano, anti-ulcerogénico, analgésico, antipirético e
antiinflamatorio entre outras atividades.

Extratos aquosos de Vernonia amygdalina foram testados contra ovos de
Haemonchus contortus. Para simular o seu uso tradicional na Africa, a extrac&o foi feita
sob infusdo aquosa das folhas em autoclave a 122,6 'C. A relagdo entre material
vegetal seco e solvente utilizada foi de 11,2 mg/mL. Varias concentracfes do extrato
foram testadas contra a eclosdo dos ovos, mas nenhuma se apresentou eficaz na
inibicdo da eclosdo. Esta planta ja havia mostrado apreciavel atividade contra
Trypanosoma brucei e Leishmania donovani (Alawa et al., 2003). Ainda, Tona e
colaboradores (2004) verificaram atividade in vitro antiplasmdédica (Plasmodium
falciparum) principalmente para os extratos etéreos e isoamilicos (ICsp = 2,5+ 0,7 € 2,7
+ 0,6 ng/mL, respectivamente). Referente a esta mesma espécie, Akinpelu e
colaboradores, (1999) demonstraram a atividade antimicrobiana do extrato metandlico.
Esta atividade foi testada através do método de difusdo em agar e revelou que as
bactérias Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris, Shigella dysenteria e Staphylococcus aureus foram sensiveis ao extrato das
folhas desta espécie vegetal em uma concentracdo de 25 mg/mL. J& as bactérias
Escherichia coli e Serratia marcescens e a levedura Candida albicans foram resistentes
a acdo do extrato testado. Camundongos tratados via oral com extrato metandlico da
planta apresentaram significativa promoc¢ao da motilidade intestinal e do esvaziamento
gastrico, sugerindo um efeito purgante (Awe et al., 1999; Awe et al., 1998). Os mesmos
autores demonstraram que a administracdo de 100 e 200 mg/kg do extrato metandlico
de V. amygdalina protegeu em 40 e 50% contra trombose provocada e isto pode estar
relacionado a habilidade de inibir a agregagédo plaquetaria, como ja foi demonstrado
para algumas lactonas sesquiterpénicas da planta. O extrato metandlico quando
administrado a ratas prenhas demonstrou efeito abortivo (Ojukwu, 1982; apud Awe et
al, 1999).

Extrato das folhas de Vernonia brachycalyx Hoffm. apresentaram, in vitro,
atividade contra Plasmodium falciparum e formas promastigotas de Leishmania major
(Oketch-Rabah et al., 1998).
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Ross e colaboradores (1998), evidenciaram que na espécie Vernonia fastigata, a
fracdo acetato de etila obtida ap0s a extracdo com éter de petréleo apresentou forte
atividade antibacteriana.

Kelmanson e colaboradores (2000) constataram a atividade dos extratos
metandlico e acetato de etila das folhas, caule e raizes de V. colorata na concentracdo
de 1,0 mg/mL contra as bactérias Bacillus subtilis, Escherichia coli, Kleibsiella
pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis.

Pesquisas mostraram que as alteracdes fisicas, histopatologicas e bioquimicas
em animais com artrite foram reduzidas com administracdo oral do extrato hidro-
etandlico (80%) de flores de Vernonia cinerea Less, evidenciando-se assim, sua
atividade antiinflamatéria (Latha et al., 1998). Nesta espécie, experiéncias com ratos
tratados com extratos da planta revelaram que o extrato cloroférmico induziu diurese,
enguanto que o0s extratos metandlicos e aquosos apresentaram atividade contraria
(anti-diurética) sugerindo que estes extratos possam ser utilizados como um tratamento
alternativo de incontinéncia urinaria (Adeboye et al., 1997). Vernonia cinera Less foi
estudada por outro grupo de pesquisadores. Das folhas frescas coletadas na Nigéria foi
realizada extracdo por Soxhlet com solventes de polaridade crescente (éter de petréleo,
cloroféormio e metanol). Estes extratos foram administrados em ratos para testes de
analgesia, efeito antipirético e antiinflamatério. Todos os extratos apresentaram acao
analgésica, anti-inflamatoria e antipirética. Como resultado, os autores relatam como
promissor o uso desta planta para o tratamento da Malaria, que requer
antiinflamatorios, antipiréticos e analgésicos (lwalewa et al., 2003).

Gupta e colaboradores (2003) em testes de atividade antimicrobiana de varios
extratos de V. cinerea Less contra os microorganismos Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Kleibsiella pneumoniae, Micrococcus Iuteus, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhi e Shingella
dysenteriae, verificaram que o extrato benzénico apresentou atividade em todas as
concentracoes testadas (a partir de 50 ng/mL), mas os demais extratos testados nao
tiveram a mesma poténcia (éter de petréleo, cloroférmico e metandlico). Para esta

mesma planta, estudos revelaram a presenca de inibidores efetivos do inicio da
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oxidacéo da atividade polimorfonuclear dos leucécitos, sendo que este efeito pode estar
relacionado com a atividade antiinflamatoéria relatada para a espécie pela medicina
tradicional (Abeysekera et al., 1999). Ainda, a planta apresenta outras propriedades
medicinais e € usada como tbnico, anti-helmintico, diurético e para o tratamento de
asma e bronquite (Misra et al., 1993).

A atividade anti-helmintica da espécie Vernonia anthelmintica (L.) foi testada
contra Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformes. O teste foi realizado
induzindo contaminacdo em carneiros, que apos 30 dias receberam doses diarias do
extrato da planta. A contagem dos ovos dos parasitas nas fezes foi realizada por um
periodo de 20 dias. Apesar de haverem relatos anteriores a respeito da atividade anti-
helmintica desta Vernonia, o extrato hidroetandlico ndo apresentou atividade contra os
vermes testados (Hordegen et al.,, 2003). Rabe e colaboradores (2002) identificaram
lactonas sesquiterpénicas e verificaram que elas foram muito ativas contra as bactérias
Gram-negativas Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, e contra as Gram-positivas
S. aureus e Bacillus subtilis.

Em testes realizados em camundongos albinos infectados com Trypanosoma
cruzi, as espécies Vernonia crotonoides (DC) Sch. Bip. e Vernonia pedunculata DC
exterminaram 100% das formas tripomastigotas de T. cruzi do tipo Y na concentracao
de 12,0 mg/mL. Porém, na concentracdo de 6,0 mg/mL apenas Vernonia pedunculata
foi ativa contra este tipo de T.cruzi. As formas tripomastigotas de T. cruzi do tipo CL
também foram testadas. Na concentracdo de 23,0 mg/mL, ambas espécies foram
efetivas, porém na concentracdo de 4,5 mg/mL, novamente apenas Vernonia
pedunculata apresentou efeito. As espécies V. condensata Baker, V. linearis Spreng.,
V. polyanthes (Spreng.) Less., V. varroniaefoliade DC, V. ferrugineae Less. e V.
herbaceae (Vell.) Rusby ndo apresentaram atividade tripanomicida (Chiari et al., 1996).

Estudos na espécie Vernonia kotschyana Sch. Bip. revelaram que do extrato
aquoso das raizes, a fragdo butandlica apresentou atividade gastroprotetora em doses
a partir de 0,5 g/kg, inibindo o desenvolvimento de ulceras induzidas
experimentalmente, tendo sido este efeito relacionado as saponinas presentes no
extrato. Ainda, foi constatado que o extrato aquoso ndo apresentou efeitos significantes

sobre o comportamento de ratos em doses até 4 g/kg, subentendendo-se que seja
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inativo sobre o Sistema Nervoso Central. O mesmo extrato ndo apresentou toxicidade
no teste de Artemia salina (ICso > 1000 ng/ml) (Sanogo et al., 1996). Toure (1989) apud
Nergard e colaboradores (2004) verificaram que de 16 pacientes portadores de Ulceras
gastricas, 50% tiveram os sintomas reduzidos e seis ficaram curados apos trinta dias de
ingestao de 6g de po de raizes de V. kotschyana.

Em estudos realizados com extratos da planta Vernonia condensata Baker foram
verificados os efeitos analgésico, anti-ulcerogénico e sedativo. Os testes foram
conduzidos com o extrato aquoso bruto, uma fracdo polar e outra menos polar desse
extrato (fragdo cloroférmica). O extrato bruto aquoso apresentou significativa reducéo
do numero de contragbes abdominais induzidas por acido acético, sendo esta relacéo
dose-dependente, constatando-se assim efeito analgésico. Além disso, esse extrato e a
fracdo menos polar apresentaram efeito sedativo. No entanto, a fragdo menos polar
ndo apresentou efeito analgésico. Ja a fragdo polar apresentou efeito analgésico e
ainda significante redu¢cdo do numero de Ulceras, mas ndo alterou o tempo de
dorméncia (Frutuoso et al., 1994).

A espécie Vernonia brasiliana apresentou atividade inseticida inibindo Triatoma
infestans e atividade mutagénica em seus extratos de raizes, folhas e flores (Arias et
al., 1995). O extrato hexanico da mesma planta apresentou atividade antimalarica. Dos
compostos isolados, somente o lupeol apresentou atividade in vitro, reduzindo a
parasitemia em 45% na concentracdo de 25 ng/mL. No entanto, no teste in vivo
realizado em ratos, esta substancia nao foi ativa, enquanto que o extrato hexanico bruto
baixou em 45% a parasitemia na concentracdo de 1.000 mg/kg (Alves et al., 1997).

Leite e colaboradores (2002) testaram a atividade cicatrizante de Vernonia
scorpioides. O extrato obtido por maceracédo alcodlica das folhas frescas (15% p/v) foi
reduzido a 50% do volume inicial. Cinqlienta gramas desse extrato foram solubilizados
em 50g de hidrogel de carbopol a 2%. Dois grupos de seis animais (trés machos e trés
fémeas) foram utilizados. O grupo controle foi tratado com 50g do gel puro adicionado
de 30g de etanol. O tempo de cicatrizagcao foi comparado entre 0s grupos e o resultado
nao apresentou diferencas significativas entre os tratamentos. Estudos anteriores

identificaram e isolaram lactonas sesquiterpénicas nesta planta.
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3.4. Género Vernonia: Uso popular

As plantas do género Vernonia séo utilizadas em varias partes do mundo para o
tratamento de inimeras enfermidades. Grande parte das informacfes € proveniente do
continente africano.

Na regido do Quénia, a infusdo das folhas da espécie Vernonia brachycalyx é
usada para tratamento de malaria (Oketch-Rabha et al., 1998) e a decocc¢éo das folhas
da espécie Vernonia galamensis é utilizada na medicina tradicional com finalidade
gastroprotetora (Miserez et al.,1996). Ainda, outra espécie usada na medicina popular
daquela regido € a Vernonia galamensis ssp nairobiensis, cuja decoc¢édo das folhas €
usada na medicina tradicional contra dores de estbmago (Miserez et al., 1996).

Em Camardes, a planta Vernonia guinensis € utilizada como anti-helmintica,
afrodisiaca, como antidoto para venenos e no tratamento da Malaria e ictericia (Tchinda
et al., 2002). A decoccéo das folhas de V. colorata € usada para diversas applicacdes
na medicina tradicional africana, especialmente para o tratamento de febre, tosse,
diarréia e como ténico geral (Rabe et al., 2002).

A planta Vernonia kotschyana Sch. Bip € uma erva usada na medicina popular
africana como remédio contra insuficiéncia digestiva, cdlica, dermatose, tuberculose e
dor de cabeca. Esta planta também faz parte da lista nacional de drogas essenciais de
Mali onde é utilizada para o tratamento de malaria, asma, dor de cabeca, deficiéncia
sexual em homens, enjdo na gravidez, esquistossomose, anti-hipertensivo e como
digestivo (Nergard et al., 2004). Ainda, as raizes trituradas s&o usadas para o
tratamento de gastrite e Ulceras gastroduodenais (Sanogo et al., 1998).

Na medicina tradicional da Nigéria a espécie Vernonia cinerea Less é utilizada no
tratamento da Malaria, em infeccbes, inflamagdes, dores, como diurético,
anticarcinogénico, abortivo, contra desordens gastrointestinais, dentre outras atividades
(lwalewa et al., 2003). Ainda, apresenta propriedades medicinais e é usada como
ténico, digestivo, antipirético, adstringente, diurético, e mostrou-se util nos tratamentos
de tuberculose, asma, tosse, bronquite, conjuntivite, reumatismo e doencas do figado
(Misra et al., 1993; Latha et al., 1998; Abeysekera et al., 1999; Gupta et al., 2003).
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A espécie Vernonia amygdalina faz parte da farmacopéia natural da Nigéria,
onde é usada como anti-helmintica em humanos e em animais de criacdo (Alawa et al.,
2003). Neste mesmo pais esta espécie de Vernonia é utilizada tradicionalmente para
disturbios estomacais e gastrintestinais. A decoc¢ao das folhas é usada no tratamento
da Malaria (Akinpelu et al., 1999), como abortivo (Awe et al., 1999) e na reducdo da
pressdo sangiinea (Awe et al., 1998). Segundo lIgilie e colaboradores (1995) extratos
aquosos ou alcodlicos sdo muito usados na terapéutica, incluindo aplicacdes
antimalaricas, anti-helminticas, anti-anoréxicas e ginecoldgicas.

Na medicina tradicional do Paquistdo, Fillipinas e India a espécie Vernonia
anthelmintica (L.) é utilizada como anti-helmintica (Hordeger et al., 2003). Ainda, na
China é usada para o tratamento de vitiigo e mostrou ser uma alternativa para o
tratamento do cancer de mama (Wu, 1991 apud Tian et al., 2004).

No Brasil, o macerado de folhas Vernonia condensata Baker é usado na
medicina tradicional como analgésico, anti-ulcerogénico, além de prevenir distirbios no
estbmago e no figado (Frutuoso et al., 1994); o cha das raizes dessa Vernonia é
utilizado como expectorante e é a terceira planta medicinal mais utilizada em Goiania-
GO (Rizzo et al., 1990). A espécie Vernonia polyanthes Less é usada devido as suas
propriedades “expectorantes, béquicas e hemostéticas” (Wendling et al., 1996), além de
diurética (Gavilanes et al., 1990). A espécie Vernonia ferruginea Less é utilizada como
diurética e depurativa, a Vernonia scabra Pers como antisséptica, aromatica e tbnica, e
ainda Vernonia scorpioides (Lam) como anti-séptica (Gavilanes et al., 1990).

3.5. Metabélitos Secundarios no Género Vernonia

Os principais constituintes quimicos presentes no género Verndnia sao
triterpenos, esterdides, e lignanas, mas o0s mais frequentes s&o lactonas
sesquiterpénicas e flavondides, tanto que estes compostos sdo usados como
marcadores taxondmicos para o género Vernonia (Carvalho et al., 1999).

A andlise fitoquimica do extrato metandlico 60% das folhas da planta Vernonia
amygdalina revelou taninos e flavondides. Desta planta ja foram isolados saponinas,
flavondides e alcalbides (Akinpelu et al., 1999). O extrato metandlico de folhas secas de

Vernonia amygdalina foi submetido a testes verificando-se a presenca de saponinas,
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glicosideos, taninos e flavonoides. Estes componentes sdo conhecidos por
apresentarem atividade purgativa, adstringente e emulsificante de superficies (Awe et
al., 1999).

Wagner e colaboradores (1972), identificaram os flavondides 3-O-metil-
guercetina; quercetina; luteolina e campferol em Vernonia patens.

Na planta Vernonia galamensis ssp. nairobiensis ja foram detectadas lactonas
sesquiterpénicas, acidos graxos e esterodes. Do extrato metandlico desta planta foram
isolados 0s flavondides guercetina 3-galactosideo; guercetina 3-
apiosil(1&2)galactosideo; quercetina 3-ramnosil(1&6)galactosideo e isorhamnetina 3-

O-b-D-apio-D-furanosil(1&?2)-b-D-galactopiranosideo (Figura 4) (Miserez et al., 1996).

OR,

R R, R HO.

1 2 3 o o/
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Figura 4: Flavondides identificados em Vernonia galamensis ssp. Nairobiensis.

No trabalho realizado por Carvalho e colaboradores (1999), do extrato
diclorometanico foi identificada a mistura de sitosterol (1) e estigmasterol (2). Do extrato
metandlico da madeira de Vernonia diffusa foram isoladas as flavanonas hesperidina
(3), 3'-metil-hesperetina (homoesperetina) (4); esperitina (5) foi identificada como a
aglicona obtida da hidrélise do novo glicosideo natural 7-rutinosil-homoesperetina (6)
(Figura 5). Segundo este autor, ja havia sido identificada outra flavanona no género

Vernonia, o eriodictiol (Vernonia hindei e V. syringifolia).
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OR, O Rut.
HO 50 ORg3

(1) 22,23-Diidro ; (2) D*?*
(3) R=Rut, R1=R2=R3=H (hesperidina)
(4) R=R2=H, R1=Me (homoesperitina)
(5) R=R1=R2=H (hesperitina)
(6) R=Rut., R2=R3=H, R1=Me
Figura 5: Compostos isolados de Vernonia diffusa.

Conforme Zdero e colaboradores (1990), varias espécies de Vernonia contém
glaucolideos, como V. galamensis, V. praemorsa, V. sutherlandi e V. fastigata.
Exemplos sdo os compostos glaucogalamenolideo isovalerato (1) e
glaucogalamenolideo isobutirato (2), isolados de V. galamensis (Figura 6).

CHO

(1) R=ivd
OAc (2 R=iBu

Figura 6: Glaucolideos isolados de V. galamensis.

Extratos de folhas de Vernonia cinerea Less coletadas na Nigéria foram
analisados por Iwalewa e colaboradores (2003), utilizando extracdo em Soxhlet com
trés solventes de polaridade crescente: éter de petrdleo, cloroformio e metanol. A
andlise fitoquimica dos constituintes das fracdes revelou a presenca de esteroides,
alcaléides e saponinas no extratos etéreo e cloroféormico, e flavonodes e terpenos no
metandlico. Sabe-se que os flavondides e terpenos sdo os constituintes majoritarios
desta planta. Ainda, Latha e colaboradores (1998) detectaram carboidratos, proteinas,

e principalmente compostos fenolicos como os flavonéides luteolina, luteolina 7-O-
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glucosideo, luteolina 4’-O-glucosideo, derivados dos acidos clorogénicos e caféicos e
taninos. Wagner e colaboradores (1972), identificaram o flavondide luteolina 7-mono-b-
D-glucopiranosideo.

Dessa mesma espécie foram isolados triterpendides, esterdides, lactonas
sesquiterpénicas e flavondides por Abeysekera e colaboradores (1999). Das raizes foi
isolado um triterpeno com forma molecular Cs2Hs20,, caracterizado como 3b-
acetoxiursan-19-eno, além do acetato de lupeol (1) (Misra et al.,, 1993). Ainda, os
triterpenos lupeol (2), b-amirina (3) (Figura 7) e germanicol (Alves et al., 1997) e os
esterdides estigmastan-5,17(20)-dieno-3-b-ol, estigmasterol e b-sitosterol (Misra et al.,
1984). Da mesma planta também foram detectados no extrato de flores alcaldides,
flavondides, saponinas, carboidratos, proteinas, esterdides, taninos e compostos
fenolicos (Latha et al., 1998).

1) ) 3
Figura 7: Triterpenos isolados da espécie Vernonia cinerea Less.

Ainda na espécie V. cinerea, Jakupovic e colaboradores (1986), identificaram

0s compostos 1-8 que sdo mostrados na figura 8.

R

R

OAc
OAc
¢}
@ @ ©)] @ (5
R 4-OH,Meacr Tigl 4OH,Tigl 4OH,Meacr 4OH Tigl ®) 7 R=4-0H, Meacr
R1 H H H Me Me 8 R=Meacr
R2 Me Me Me OH OH

Figura 8: Compostos lacténicos isolados de V. cinerea.
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A analise fitoquimica do extrato metandlico das folhas da planta Vernonia
amygdalina indicou a presenca de saponinas, flavondides, alcalbides, glicosideos e
taninos (Awe et al.,, 1999; Akinpelu et al., 1999). As saponinas apresentaram agdes
hipocolesterolemiante, diurética, laxativa e redutora de peso em cobaias tratadas com o
extrato da planta. Este extrato apds analises espectroscopicas revelou a presenca de
duas saponinas esteroidais ciclicas com nucleo estigmastano (a aglicona possui vinte e
nove carbonos). Estas saponinas tiveram suas estruturas elucidadas, conforme mostra
a Figura 9 (lgilie et al., 1995).

OH

Figura 9: Saponinas isoladas de Vernonia amygdalina Del. (1) - Vernoniosideo D;

(2) - Vernoniosideo E.

Ainda com relagdo a Vernonia amygdalina, sabe-se que ela é utilizada por
chipanzés africanos. O estudo fitoquimico realizado por Jisaka e colaboradores (1993),
revelou a presenca de constituintes bioativos, principalmente esterdides de sabor
amargo. Do extrato metandlico das folhas foram isolados os vernoniosideos mostrados

na Figura 10.
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Figura 10: Esterdides isolados de Vernonia amygdalina.

Para esta mesma espécie Ganjian e colaboradores (1983) identificaram trés
lactonas sesquiterpénicas como sendo Vernodalina (1), Vernodalol (2) e 11,3-diidro-
vernodalina (3) mostrados na Figura 11; sendo que o composto 3 apresentou atividade
inibitoria/repelente de insetos e, junto com (1), in vitro, citotoxicidade.

Figura 11: Lactonas sesquiterpénicas isoladas de Vernonia amygdalina.

Do extrato das folhas de Vernonia brasiliana foram isoladas trés substancias

triterpénicas pentaciclicas: lupeol, b-amirina e germanicol (Alves et al.,1997).

O extrato butandlico de Vernonia kotschyana Sch. Bip. revelou a presenca de

vernoniosideos esteroidais contendo ndcleo esteroidal damarano e saponinas

esteroidais, sendo atribuidos a estas o efeito gastroprotetor da planta (Figura 12)
(Sanogo et al., 1996; Sanogo et al., 1998).
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(1) R=H.R1=H (4) R1=H
(2) R=H. R1=Db - D-xilopiranosil (5) R1 =b - D-xilopiranosil, R1=H

(3) R=b - D-Glucopiranosil
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OH ©) Ry = b-D- Glucopiranosil
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Figura 12: Estrutura de vernoniosideos esteroidais presentes no extrato de

Vernonia kotschyana.

Da casca da planta Vernonia guinensis foram isolados compostos com
ndcleo esteroidal estigmastano 1-4 e 5 e 6 (Tchinda et al., 2002; Tchinda et al., 2003).

As estruturas identificadas sdo mostradas a seguir na Figura 13.

RO
HO HQ
0
o HO
=0 -
T ] 5
(1) R=R=H
@ R=R=Ac (9 R=H bOdc
(3) R=H, R=Glc Z © R=0
RO (4) R=Ac, R =Gic(Ac), R

Figura 13: Esteroides isolados de Vernonia guinensis.

Nas partes aéreas de Vernonia fruticulosa foram identificados trés compostos. O
glicosideo (1) foi isolado do extrato hexano-acetato de etila. Do extrato etanélico foram
isolados trés cadinolideos (2a - c¢), além dos flavondides isorhamnetina, acacetina e
tamarixetina. Os cadinolideos 2a e 2b j4 haviam sido relatados para Vernonia jalcana.

Estas estruturas sdo mostradas na Figura 14 (Bazon et al., 1997).
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2a-Ry, Rs, Ri=Ac, R=Me OAc

2b 'R]_, R3, R4:AC, R2:H

2C- Ry, Ry, Ry=H, R=Me ©)

Figura 14: Compostos isolados de Vernonia fruticulosa.

Tsichritzis e colaboradores (1991) identificaram no extrato das partes aéreas da
planta Vernonia juralis trés novas lactonas sesquiterpénicas (1-3) e um derivado (4),
além dos compostos 5, 6 e 7 (Figura 15). As estruturas de 1-3 foram muito similares as

de lactonas sesquiterpénicas ja isoladas de Vernonia poskeana.

Figura 15: Compostos isolados de Vernonia juralis.
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Para esta mesma espécie (V. poskeana) Jakupovic e colaboradores (1986),

identificaram os compostos 1-7 mostrados na Figura 16.

2,
”,
7,
4,

@ R= Cl

OAc

(® R=0
(6) R= bOH,H

Figura 16: Compostos isolados de V. poskeana.

Neste mesmo estudo, Kumari e colaboradores (2003) isolaram e identificaram
uma lactona sesquiterpénica das folhas de Vernonia arborea (Figura 17). A substancia
identificada como zulazanin D, foi testada como antifiingica por saber-se que este grupo
de metabdlitos secundarios sdo utilizados como repelentes de insetos, citotdxico, anti-
tumoral e antifungico. A zulazanin D apresentou 100% de inibicdo sobre o crescimento

micelial do fungo Rhizoctonia solani. Ainda, na concentracdo de 200 ppm, apresentou
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inibicdo de 75% para Curvalaria lunata e Botrytis cinerea. Nesta mesma concentragéo,
apresentou 60% de inibicdo para Colletotrichum lindemuthiaum, Fusarium equisetii, F.
oxysporum. Em concentragdes inferiores a 200 ppm, 0 composto apresenta somente

atividade fungistatica, dose-dependente.

AcO

ZULAZANIN D

Figura 17: Lactona das folhas de Vernonia arborea.

Em pesquisa com plantas do género Vernonia, Zdero e colaboradores (1991)
identificaram em Vernonia steetziana os ja conhecidos germacreno-D, a-humuleno,
cariofilenoepoxido, acidos graxos e seus metil-ésteres, além dos glaucolideos 1 e 2 e
os hirsutinolideos 3-5. Lactonas similares foram também encontradas em Vernonia
poskeana Vatke et Hild. Nas partes aéreas de Vernonia natalensis foram identificados:
germacreno-D, acetato de lupeil e os glaucolideos 7, 8 e 10. De Vernonia syringifolia,
os glaucolideos 6, 7, 9, bem com o hirsutinolideo 11, além da flavanona eriodictiol,
germacreno-D e acetato de lupeil. Das partes aéreas de Vernonia hindei foram isolados
acidos graxos, eriodictiol metil éster, isorhamnetina e vernodalina (12) em altas
concentracoes. A Figura 18 apresenta as estruturas dos compostos isolados em

espécies de Vernonia.
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(10)

Figura 18: Compostos isolados em espécies de Vernonia.

Do extrato etandlico (60% em agua, v/v) das sementes de V. anthelmintica foram
isolados os compostos flavonoidicos 1-3 e todos mostraram atividade anti-vitiligo,

especialmente butina (3) (Figura 19) (Tian et al., 2004).
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Figura 19: Compostos flavonoidicos isolados de V. anthelmintica.
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No trabalho publicado por Bohlmann & Zdero (1982) foram estudadas quatro
espécies de Vernonia e foram isolados do extrato etéreo derivados glaucolideos,
eudesmanos, deucadienos e cumarinas. Da espécie V. galpini foram isolados os
compostos tridecapentadieno; trideca-3,5,7,9-tetraino-1,11-dieno; a-bergamoteno; b-
bergamoteno; bisabolano; germacreno-D; biciclo-germacreno; acetato de lupeil e os
compostos 1, 2, 5 e 6. Neste mesmo trabalho, da espécie V. cinarescens os compostos
tridecapentaineno; a-humuleno; lupeol; acetato de lupeil e seu isdmero D*?; lactonas
sesquiterpénicas e os compostos 3 e 4. Da planta V. natalensis foram isolados
germacreno-D; biciclo-germacreno; lupeol; acetato de lupeil e seu isémero D*?; acetato
de b-amirina; lupenona; estigmasterol; espatulenol e os compostos 7-10. Da espécie V.
stipulaceae os compostos tridecapentaineno; &cido linoléico; a-humuleno; lupeol;
estigmasterol; cariofileno; acetato de lupeil e seu isdmero D*; &cido linoléico e os

compostos 11-16. As estruturas destes compostos estdo mostradas na Figura 20.

Me(C=C)aCHoCHCHOH
OH

R (16)

Figura 20: Compostos isolados de espécies de espécies de Vernonia.

Bohlmann e colaboradores (1981) estudaram espécies de Vernonia e
constataram a presenca de diversos constituintes quimicos. Para V. lilacina foram

identificados acetato de lupeil; estigmasterol; germacreno-D; a-humuleno, cariofileno e
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0s compostos lacténicos 13, 14, 15 e 17. Para V. arkansana, tridecapentaineno;
germacreno-A; cariofileno; sitosterol; acetato de lupeil e os compostos lacténicos 2, 3,
7-11 e a mistura de 16a e 16b. Para V. lanuginosa acetato de lupeil; germacreno-D; a-
humuleno; cariofileno; lupeol e os compostos 12. Para V. polyanthes os compostos
germacreno-D; a-humuleno; acetato de lupeil; tridecapentaineno; biciclo-germacreno;
cariofileno; estigmasterol e ainda 1, 5, 6 e 11. Para V. fagifolia Gardn acetato de lupeil;
lupeol; estigmasterol; germacreno-D; cariofileno; cadinina e os compostos 2 e 6. Para V.
chinensis Less. sitosterol; acetato de lupeil; lupeol e os compostos 1, 2, 3, 8 e 10. Para
V. alvinii os compostos lupeol; acetato de lupeil; germacreno-D; cariofileno e ainda 4. As
estruturas destes compostos estdo mostradas na figura 21.
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Figura 21: Compostos isolados de espécies de Vernonia.



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. Material Para Analise Quimica

Os solventes e reagentes empregados foram de procedéncia Merck e/ou
Quimex, especificacdo pro-andlise ou entdo purificados por destilacdo. O etanol
utilizado no processo extrativo foi de grau comercial. As misturas de solventes utilizados
nas cromatografias em camada delgada, nas cromatografias preparativas em placas e
nas cromatografias em coluna estdo indicados na propor¢cao volume/volume (v/v),
sendo que varia¢cbes séo indicadas nos textos correspondentes. A agua utilizada em
todos os procedimentos foi destilada no préprio laboratério.

A concentracdo dos extratos e fragcdes foi realizada em evaporador rotatorio
Blchi, sob presséo reduzida, em temperaturas inferiores a 40°C. Para as
cromatografias em camada delgada preparativas, foram utilizadas placas de vidro (20
cm x 20 cm) recobertas com o adsorvente gel de silica GFzs4 nm (Merck) em espessura
de 0,5mm, confeccionadas no préprio laboratério. Cromatofolhas de gel de silica GFys4
nm (Merck) redimensionadas foram também utilizadas.

Para a analise dos constituintes quimicos foram utilizadas placas nao ativadas,
em camara saturada. Para as cromatografias em coluna, foi utilizado gel de silica 60
Merck, com tamanho de particula 0,063-0,200 mm (70-230 mesh-ASTM). Quando nao
especificado no texto correspondente, a quantidade de substancia a cromatografar
sobre coluna foi de 1% em relacdo ao adsorvente.

Utilizou-se de silica impregnada com nitrato de prata (AgNO3) para coluna e para
CCD, sendo estas preparadas no préprio laboratério. Para tanto, foi preparada uma
solucao de nitrato de prata a 10% em agua. A quantidade de silica a ser impregnada foi
posta em um baldo e recoberta com esta solugédo. A agua foi removida em evaporador
rotatério a temperatura de 70 °C e em seguida a silica foi ativada por uma hora a 100
°C em estufa (Stahl, 1969). Para as placas (CCD), migrou-se a solugdo de AgNO3; 10%
até o apice da placa e ativou-se a 100 °C também por uma hora. Todos 0s processos
foram realizados ao abrigo da luz.

Os sistemas eluentes utilizados para as cromatografias em camada delgada,

preparativa e em coluna séo descritos nos textos correspondentes.
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Para a deteccdo das substancias, foi utilizado o reagente cromogénico

anisaldeido-sulfurico, cuja composi¢céo esté descrita abaixo:

anisaldeido...........ccccciiiieiieees 0,5 mL
acido sulfarico concentrado........... 1,0 mL
acido acético glacial............ccc....... 25,0 mL
etanOl........euviii s 25,0 mL

Apoés a aspersao do reagente, as placas foram aquecidas a 100°C, por cerca de
10 minutos. A visualizagédo das substancias foi efetuada sob luz visivel e luz ultravioleta,
utilizando-se para esta ultima, lampadas de quartzo com comprimento de onda 254 e
365 nm.

Para a elucidacdo estrutural das substancias isoladas foram utilizadas as
seguintes técnicas espectrais: ressonancia magnética nuclear de carbono e hidrogénio
(**C-RMN e 'H-RMN), infravermelho (IV) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa (CG/EM).

No desenvolvimento do trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos:

- Balanca analitica OHAUS Voyager;

- Balanca semi-analitica MARTE AS5500C;

- Banho de ultrassom THORNTON Unique;

- Bomba de vacuo PRIMAR,;

- Cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) modelo Hewlett-
Packard (HP) 6890 Series Plus +, equipado com injetor automatico split-splitless
modelo HP 6890 Series GC AutoSampler Controller e detector seletivo de massas
modelo HP 5973 MSD. Parametros da CG: injegcdo da amostra no modo split, com
razdo de 20:1; coluna capilar cromatografica de silica fundida HP-5 MS (30m x 0,32mm
i.d e espessura do filme 0,25 mm) com 5% fenil e 95% de metilsiloxano. O gas de
arraste: hélio; fluxo: 2 mL/min; temperatura do injetor: 250 °C; programacéo do forno: 12
°C/min até 280 °C; energia de ionizagdo: 70 eV.

- Espectrobmetro de IV NICOLET MAGNA 550, com Acessoério de Refletancia Total
Atenuada Horizontal (HATR), Acessorio de Refletancia Difusa com Transformada de
Fourier (DRIFTS), para amostras sélidas em pastilhas de KBr.
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- Espectrometro de RMN BRUCKER DPX. Para a obtenc&o dos espectros de RMN (*H-
RMN ® 400 MHz e *C-RMN ® 100 MHz), as amostras foram solubilizadas em
cloroférmio deuterado (CDCls) ou metanol deuterado (CDsOD));

- Estufa BIOMATIC;

- Evaporador rotatério BUCHI R — 114, acoplado a um banho de agua BUCHI
Waterbath B — 480 e a uma trompa d’agua,;

- Lampada de UV CHROMATOVUE;

- Lampada de UV BOITTON.

4.2. Material Vegetal

O material vegetal utilizado nos experimentos constituiu-se de folhas de
Vernonia tweedieana Baker que foram coletadas no dia 09 de abril de 2004, em ljui-RS.
Esta planta foi identificada pelo botanico Dr. Geraldo Ceni Coelho do Departamento de
Biologia e Quimica (DeBQ/UNIJUI). O material testemunho (exsicata) esta depositado
no Herbario do Departamento de Biologia da UFSM catalogado sob o numero de
registro SMDB 9536.

4.3. Preparacéo do Material Vegetal

Logo apos a coleta, o material vegetal foi seco a temperatura ambiente, ao

abrigo da luz solar direta, por sete dias.

4.4. Preparacédo dos Extratos

Apéds a secagem, o material vegetal foi moido em moinho de facas resultando em
1.900 g. Esta amostra foi submetida a maceracdo hidro-etandlica (35:65, v/v) na
proporgéo de 15g/100 ml da mistura de solvente, por sete dias.

O extrato assim obtido foi filtrado em funil de vidro sinterizado e concentrado
para reducdo de volume, retirando-se parte do solvente por evaporagdo em presséo

reduzida com auxilio de evaporador rotatorio.
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4.5. Fracionamento do Extrato Hidro-etanélico Bruto

O extrato hidro-etandlico reduzido foi retomado em agua e transferido para uma
ampola de separacgéo para o fracionamento por particdo sequencial utilizando solventes
de polaridade crescente: diclorometano, acetato de etila e n-butanol (4 x 200 mL cada).
Foi adicionada pequena quantidade de cloreto de sédio para evitar emulsdo entre as
fases. Foram obtidas trés fragbes organicas e uma fracdo aquosa remanescente que
foram concentradas a secura em evaporador rotatério. O rendimento de cada fragao foi
determinado em relagdo a massa de folhas secas maceradas.

4.6. Analise Cromatografica das Fracdes

Para uma avaliacdo prévia dos componentes extraidos, foram efetuadas
cromatografias analiticas das fracdes diclorometanica (F-CH.Cl,), acetato de etila (F-
AcOEt) e butandlica (F-BuOH) obtidas a partir do extrato bruto hidro-etandlico. Estas
cromatografias foram realizadas empregando-se como fase estacionaria o gel de silica
GF2s4, tendo como eluente para a andlise da fragdo F-CH.Cl, a mistura de
diclorometano:etanol (96:4 wv/v); para a fracdo F-AcOEt, a mistura de
diclorometano:acetato de etila:etanol (8:2:0,5 v/v) e para a fracdo F-BuOH,
cloroférmio:etanol:agua, na propor¢céo de 20:8:1 (VIiVIv).

ApoOs eluicdo do solvente, os cromatogramas foram avaliados mediante
revelacdo com o agente cromogénico anisaldeido sulfdrico seguido de aquecimento a
100°C, sendo estas placas cromatograficas visualizadas sob luz natural e UV antes a

apos a aspersao do revelador.

4.7. Isolamento e Purificagéo

4.7.1. Procedimentos Cromatograficos Preliminares

Sucessivas cromatografias em coluna de silica com as fracbes F-CH.Cl, e F-

AcOEt levaram ao isolamento de sete compostos. Da fragdo diclorometanica foram
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caracterizados seis, sendo trés com caracteristica de triterpenos (codificados como V1,
V2.1 e V2.2) e trés com caracteristicas de compostos esteroidais (codificados como
V3, V4.1 e V4.2). Ainda, da fragdo acetato de etila foi isolado o composto flavonoidico
codificado como V5.

4.7.2. Fracao Diclorometéanica (F-CH.Cl,)

No caso de F-CH,Cl,, o processo de isolamento das substancias empregando
silica convencional como fase estacionaria ndo foi suficiente. Foram obtidos com esta
metodologia dois compostos considerados puros quando analisados por CCD frente a
véarios sistemas eluentes. No entanto, anélises espectrais, principalmente de **C-RMN,
mostraram que as amostras ndo se encontravam puras em funcdo do ndmero de sinais
observados. Para resolver estas misturas utilizou-se de silica impregnada com AgNO3
10%, preparada no laboratdrio.

Os esquemas mostrados nas Figuras 22 e 23 (paginas 58 e 59) mostram que
tanto para os triterpenos como para os esterdides foram necessarios procedimentos
cromatograficos em coluna, sendo o penultimo determinante nas separagfes, quando
foi empregada silica impregnada com AgNO; 10%. Os detalhes referentes aos
solventes utilizados estéo expostos nas figuras.

O esteréide V4.1 foi caracterizado, além dos dados espectrais, mediante
cromatografia bidimensional em camada delgada de gel de silica (placa 15x15cm),
utilizando amostra auténtica de b-sitosterol. O sistema eluente da migracdo na primeira
direcéo foi hexano:AcOEt (1:1, viv) e da migracdo na segunda direcdo CH2Cl;:AcOEt
(7:3, vIv).

4.7.3. Fracao Acetato de Etila (F-AcOEt)

No isolamento do flavondide V5 da fracdo F-AcOEt o método por cromatografia
em coluna ndo foi eficiente para a obtencédo da substancia pura. Optou-se por outra
metodologia: a cromatografia em placa preparativa. As placas foram produzidas no
proprio laboratorio utilizando silica GF2s4 - Merck e como solvente 4gua e etanol (60:15;
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vlv), na proporcdo de 28,0 g de silica para 60 ml do solvente. Esta mistura foi
espalhada sobre placas de vidro com auxilio de aparelhagem especifica. As placas
foram secas a temperatura ambiente por um minimo de 24 horas e ativadas a 100 °C
por 1 hora antes da aplicacdo da amostra.

As amostras foram solubilizadas em metanol e aplicadas em linha com auxilio de
tubo capilar nas placas preparativas. Apos a eluicdo do solvente, as placas foram
parcialmente reveladas com reagente anisaldeido sulfurico para identificar em que Rf
se encontrava a substancia de interesse. Localizada, as por¢cdes correspondentes a
substancia foram coletadas por raspagem com auxilio de espatula, solubilizadas em
solucdo de etanol: metanol (1:1; v/iv) e mantidas sob agitagdo em agitador magnético
por 20 minutos para a remoc¢do do flavondide. Apds filtracdo, a solucdo resultante
contendo a substancia foi concentrada em evaporador rotatorio, quantificada e
recromatografada.

A Figura 24 mostra os dados referentes a metodologia utilizada para o
isolamento de V5. Para o isolamento foram necessarias placas preparativas
sequenciais utilizando-se como eluentes cloroférmio: acetato de etila: etanol (4:1:0,5;
vivilv); cloroférmio: acetato de etila (1:1; v/v); cloroférmio: acetato de etila: éter de
petroleo (4:1:0,5; viviv) e cloroférmio: acetato de etila: etanol: éter de petréleo
(4:1:0,5:0,5; vivivIv).



Extrato Hidro-etanélico
65%

Fracdo CH,Cl, Fracdo AcOEt Frac&do n-BuOH

Amostra:10,0g
Adsorvente: SiO,, 2259
FM: CH,Cl»:EtOH (85:15, v/v)

Fracbes 20-29 — 2,082 g

Amostra: 600 mg
Adsorvente: SiO,, 58 g
FM: CH,Cl,:Eter de Petrdleo (9:1, v/v)

Fracbes 71-118 - 230 mg

Adsorvente: SiO,/AgNO3,12 g
FM: Hexano: AcOEt (99:1, v/v)

43,6 mg 50 mg

Adsorvente: SiO, 10g
FM: Hexano: Eter Etilico
(80:20, v/v)

V1 isolado (V2.1 +v2.2)

23,6 mg de ‘ 34 mg de V2

Figura 22: Esquema de isolamento e purificagdo dos triterpenos da fragao

diclorometanica das folhas de Vernonia tweedieana Baker.



Extrato Hidro-etanélico
65%

Fracao CH.Cl, Fracao AcOEt Fracéo n-BuOH

Amostra:10,0g
Adsorvente: SiO,, 2259
FM: CH,Cl,:EtOH (85:15, viv)

Fracbes 34-40 - 131mg

Adsorvente: SiO, 719
FM: CH,Cl,:Eter de Petréleo (70:30, v/v)

Fracbes 65-84 — 93 mg

Adsorvente: SiO,, 12 g
FM: Hexano: AcOEt (9:1, v/v)

Fracdes 7-12 - 61 mg

Adsorvente: SiO,/AgNO3,12 g Adsorvente: SiO,/AgNO3,12 g
FM: Hexano: CH,Cl, (1:1, v/v) FM: Hexano: CH,Cl, (1:1, v/v)

Fracbes 44-62 — 17 mg Fracbes 65-84 — 38 mg

Adsorvente: SiO,, 10g
FM: Hexano: Eter Etilico (80:20, v/v)

7 mg de V3 27 mg de V4
isolado (V4.1 +V4.2)

Figura 23: Esquema de isolamento e purificacdo dos esterdides da fracao

diclorometanica das folhas de Vernonia tweedieana Baker.
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Extrato Hidro-etanélico
65%

Fracdo CH,Cl,

Fracdo AcOEt

~

Colunas <
Adsorvente:

SiO,

N

Placas
Preparativas

N

Frac&o n-BuOH

l FM: AcOEt:EtOH (8:1, v/v)

586 mg — mistura de constituintes

l FM: CHCI;:AcOEt:EtOH (4:1:1, viviv)

302 mg - mistura de flavonoides

l FM: CHCI3:AcOEt:Eter de Petréleo (6:6:2,5, v/v/v)

208 mg — V5 purificado

l FM: CHCI;:AcOELt::EtOH (8:2:1, v/v/v)

75,2 mg — V5 quase puro

l FM: CHCI;:AcOEt (1:1, v/v)

51,2 mg — quase puro

l FM: CHCI3:AcOEt:EtOH:Eter de Petréleo (8:12:1:1, viviviv)

26,8 mg de V5
isolado

60

Figura 24: Esquema de isolamento e purificacdo do flavondide da fracdo acetato

de etila das folhas de Vernonia tweedieana Baker.
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4.8. Avaliagdo da Atividade Antioxidante das FragOes Obtidas das Folhas de

Vernonia tweedieana

A preparacdo do material vegetal se deu conforme o item 4.5. Foram avaliadas
as fragcBes diclorometanica (F-CH,Cl,), acetato de etila (F-AcOEt), butandlica (F-BuOH)
e 0 extrato bruto das folhas da planta V. tweedieana. Para a avaliagcdo da atividade
antioxidante foi usado o método fotocolorimétrico do DPPH (1,1-difenil, 2-picrilidrazila)
utilizando o método de Choi e colaboradores (2002). Para o ensaio foram preparadas
solugbes de 125; 62,5; 31,25; 15,6 e 7,8 ng/mL de cada amostra em etanol. A 2,5 mL
das amostras, adicionou-se 1 mL da solugdo de DPPH 0,3 mM em etanol. Apds 30
minutos foram feitas as leituras das absorbéncias a 518 nm, onde o radical DPPH
apresenta maximo de absor¢cdo. Uma solucdo de DPPH (1 mL, 0,3 mM) em etanol (2,5
mL) foi usada como controle negativo e uma preparagéo de acido ascoérbico foi utilizada
como padrao (controle positivo) nas mesmas concentragbes das fragbes. Etanol foi
usado para zerar o espectrofotbmetro (Shimadzu,UV-1021), tendo como brancos as
solugbes testes de cada fracdo (sem a adicdo do DPPH). As determina¢cfes foram
efetuadas em triplicata, sendo determinados o desvio padrédo e o coeficiente de

variagéo percentual (CV%) para cada uma das determinagdes.

4.9. Avaliacdo da Toxicidade Aguda de Vernonia tweedieana Baker
(OECD/OCDE, 2001)

No estudo de toxicidade aguda foram avaliados o extrato hidro-etandlico bruto e
suas fracbes acetato de etila e butandlica, obtidos conforme item 3.5. A fracéo
diclorometanica néo foi testada devido a sua baixa solubilidade no veiculo utilizado.

4.9.1. Animais

Foram utlilizados camundongos Balb/C jovens, machos e fémeas, pesando 20,0

+ 2g. Os animais foram mantidos em gaiolas com temperatura controlada de 22 + 3 °C,
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recebendo ciclo 12 horas-luz diaria com alimentagéo (pellets) e agua ad libitum, durante

o periodo de experimentacao.
4.9.2. Estudo de Toxicidade Aguda

Foram preparadas solugbes dos extratos secos. Os camundongos foram
randomicamente divididos em grupos (n=6) e administrados oralmente com 0,5 mL de
solucao do extrato hidro-alcodlico bruto e suas fracdes acetato de etila e butandlica. Um
grupo serviu como controle e recebeu igual volume do veiculo utilizado (agua
destilada). Os extratos testes foram administrados em uma Unica dose por gavagem
através de sonda gastrica. Os animais foram alimentados, mas ndo receberam agua
trés horas antes da administragdo dos extratos. Apos a administracdo, o alimento foi
detido por duas horas.

As doses foram aumentadas progressivamente (2.000-5.000 mg/kg) para a
determinagcédo da dose letal (DLso). Os animais foram observados por sete dias apos
serem tratados. O numero de camundongos que tiveram 6bito durante o periodo do

estudo foi verificado para cada grupo visando a determinagao da DLso.



5. RESULTADOS
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5.1. Rendimento dos Extratos

A partir do extrato hidro-etandlico do material vegetal seco e moido (1900 g)
foram obtidos 30,0 g da fracdo diclorometanica (rendimento de 1,58 %); 25,62 g da
fracdo acetato de etila (rendimento de 1,35 %) e 55,85 g da fracdo butandlica
(rendimento de 2,94 %).

5.2. Elucidagéo Estrutural dos Compostos Isolados

Os procedimentos descritos em material e métodos conduziram ao isolamento de
sete substancias. Da fracdo diclorometanica foram obtidos seis compostos, codificados
como V1,V2.1,V2.2, V3,V4.1 e V4.2. Da fragao acetato de etila (F-AcOEt) foi isolado o
composto codificado como V5.

Os compostos codificados como V1, V3 e V5 foram obtidos de forma pura,
enguanto os compostos V2.1 e V2.2 e V4.1 e V4.2 foram obtidos na forma de misturas
binarias, respectivamente. A mistura de V2.1 + V2.2 recebeu o cédigo de V2, enquanto
gue a mistura de V4.1+ V4.2 foi codificada como V4. Todas as substancias tiveram
suas estruturas elucidadas através do uso de técnicas espectroscopicas.

O esquema mostrado na Figura 25 apresenta o isolamento e purificagdo das
substancias triterpendides V1 e V2.1 + V2.2, evidenciando as substancias obtidas nos
cromatogramas. A elucidagcdo estrutural das trés substancias € discutida na sequéncia.

O esquema mostrado na Figura 45 (pagina 98) descreve o isolamento e
purificag@o das substancias esteroidais V3 e V4.1+V4.2, evidenciando as substancias
obtidas no cromatograma. A elucidacdo estrutural desses esterdides é discutida na
sequéncia.

A Figura 65 (pagina 127) apresenta o esquema geral de isolamento de V5. A

elucidacao estrutural de V5 é apresentada na sequéncia.



Extrato Hidro-etandélico

@ Fracdo CH,Cl,

CC
Fracdes Purificadas

v

CCD das fragGes
—> Adsorvente: SiO,
Fase movel:CH,Cl,

cC
Adsorvente: SiO,/AgNO;
FM: Hexano:AcOEt (99:1, v/v)

| CCD das fragGes
|\—P»  Adsorvente: SiO,/AgNO;
FM: : Hexano:AcOEt (99:1, v/v), 4X

23,6 mg de .
V1 isolado 34 mg da mistura

de V2.1 +V2.2

Figura 25: Esquema de isolamento e purificagdo dos triterpenos da fragao

diclorometanica das folhas de Vernonia tweedieana Baker.
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5.2.1. Elucidagéo Estrutural de V1

Da fragéo diclorometéanica do extrato hidro-etanodlico das folhas da planta foram
isolados 23,6 mg de um composto cristalino branco codificado como V1. O
comportamento cromatografico de V1, apresentando-se como uma mancha Unica, de
coloracdo violacea apoés revelagdo com anisaldeido-sulfarico e aquecimento a 100°C,
indicou tratar-se de uma substancia com caracteristica triterpendide. Esta amostra foi
submetida a espectrometria de massa (CG/EM), infravermelho (IV), 'H-RMN e **C-
RMN.

O espectro de infravermelho (Figura 26) forneceu importantes informagdes
acerca dos grupos funcionais presentes na estrutura do composto analisado. O
espectro apresentou uma banda de intensidade forte em 2950 cm™, caracteristico de
deformacdes axiais de C-H sp® bastante comum em compostos organicos. Outra
absorcéo destacavel ocorreu em 3300 cm™. Esta absorgéo aparece como um pico largo
caracteristico da deformagéo axial de O-H associado (ligagdo hidrogénio de &lcoois).
Ainda, o pico mais intenso do espectro ocorreu em 1050 cm™, exatamente a regido
onde absorve a funcdo C-O de alcoois. O espectro apresentou ainda, sinais na faixa de
1700 a 700 cm™, decorrentes de deformacdes angulares e axiais de alcanos (C-C e C-
H). Destacam-se também a banda de baixa intensidade, em 1650 cm™, caracteristica
de deformacéio axial de C=C; e ainda as bandas em 1465 cm™ e 1375 cm™ que sdo
deformacdes angulares de CH; e CHg, respectivamente.

Através dos espectros de *H-RMN e *C-RMN (Figuras 30-33, paginas 74-77)
atribuiram-se os deslocamentos quimicos e caracterizaram-se 0s atomos de hidrogénio
e carbono que compdem a estrutura do composto. O espectro de **C-RMN totalmente
desacoplado indicou a presenca de trinta atomos de carbono na estrutura de V1.
Desses sinais, dois bem desblindados s&o caracteristicos de uma dupla ligacdo em
compostos com esqueletos derivados do lupano (dc 109,31 e 150,9 ppm), que
apresentam um grupamento isopropenil com deslocamentos quimicos especificos de
19,31; 150,9, e 109,31 ppm para os carbonos C-30, C-20 e C-29, respectivamente
(Bhattacharya & Barros, 1986; Mebe et al., 1998; Almeida et al., 2003; Chaturvedula et
al., 2004; Aguiar et al., 2005). O espectro apresentou apenas um sinal caracteristico de
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carbono portador de oxigénio, em dc 79,01 ppm. Este deslocamento é compativel com
a presenca de hidroxila livre, que, por razées de ordem biossintética, foi atribuida ao C-
3 (Wagner, 1993; Hartmann, 1998; Hansel, 1999).
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Figura 26: Espectro de IV de V1, em pastilhas de KBr.
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A comparagdo com os valores registrados na literatura para lupeol e derivados
deste triterpeno permitiu determinar a conformacgéo da hidroxila em C-3. Observou-se
que quando a hidroxila estd em posicéo 3-a o deslocamento de C-3 ocorre em torno de
75 ppm (Souza et al., 2001; Carvalho et al., 1998; Olea & Roque, 1990) valor este nao
observado no espectro. No entanto, o deslocamento observado foi de dc 79,05 ppm,
gue é compativel com a funcdo OH em conformagéo b (Jiang et al., 1995; Mebe et al.,
1998; Chaturvedula et al., 2004; Olea & Roque, 1990). Os deslocamentos dos protons e
carbonos vizinhos a esta hidroxila comprovam esta informacdo. Os valores de
deslocamento para C-1 (38,8 ppm) e C-5 (55,3 ppm) indicam que a hidroxila estd em
mesmo plano e assim interage com esses carbonos deslocando-os para campo mais
baixo. Caso estivessem em posi¢cdes estereoquimicas opostas, os deslocamentos
seriam de 34,0 ppm para C-1 e 49,5 ppm para C-5, por ndo sofrerem efeito de
desblindagem do oxigénio (Carvalho et al., 1998). Os dados de literatura de *H-RMN
também contribuem para a determinacdo da conformacdo de H-3, e
consequentemente, de OH-3. Quando H-3 esta em b, seu deslocamento ocorre em 3,40
ppm. Como o valor observado no espectro de V1, ocorreu em 3,20 ppm, e é
caracteristico de H-3 em a (Souza et al., 2001), concluiu-se que em V1 a hidroxila
aparece em b e o H-3 em a. O hidrogénio em C-3 acopla com os dois hidrogénios H-2
(H-2a e H-2b). Como a hidroxila estd mais proxima de um dos prétons, este sofre um
pequeno deslocamento para campo mais baixo (3,20 ppm, d) enquanto que o0 outro néo
sofre tanto este efeito adicional de desblindagem e aparece como dubleto em dy 3,17
ppm. Assim, se comportam como hidrogénios diferentes e por este motivo o sinal de H-
3 aparece como duplo dubleto (dd) e ndo como um triplete (Figura 27).

Os espectros de hidrogénio (Figura 31 e 32, paginas 75 e 76) mostraram ainda,
sete metilas na forma de singletes de alta intensidade. Atribuiram-se os valores de
deslocamento quimico através de comparagdo com dados encontrados na literatura
(Tabela 1, pagina 72). Os deslocamentos para essas metilas foram: dy 0,76 (H-28, 3H),
0,78 (H-25, 3H), 0,83 (H-24, 3H), 0,94 (H-23, 3H), 0,96 (H-27, 3H), 1,03 (H-26, 3H) e
1,67 ppm (H-30, 3H).
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A J=4,7Hz

A
J=11,12Hz L J=7,84Hz
b

J=512Hz || | J=68Hz
i |

Figura 27: Espectro de *H-RMN ampliado de V1, regido de dy 2,2-3,5 ppm.

Os sinais que aparecem como singletes em dy 4,56 e 4,68 ppm representam 0s
dois protons geminais olefinicos (H-29a e H-29b). Aparecem em campo baixo pois
estdo ligados ao carbono que faz dupla ligacdo e assim sofrem forte efeito de
desblindagem. Estes hidrogénios como ndo fazem acoplamento, aparecem como dois
singletes de integral 0,5 (Souza et al., 2001). Estes sinais somados ao deslocamento
do sinal de metila em dy 1,67 ppm, sdo caracteristicos de protons pertencentes a um
grupamento isopropenil, sugerindo que o composto se trata de um triterpeno
pentaciclico do tipo lupeno (Jiang et al., 1995; Carvalho et al., 1998; Aguiar et al., 2005).

Um sinal importante no espectro de V1 e que caracteriza um dos hidrogénios H-
21 é um multiplete em dy 1,91 ppm. Este hidrogénio aparece em campo mais baixo por
estar proximo da dupla ligacdo e assim sofrer efeito de desblindagem. O sinal referente
ao outro hidrogénio H-21 encontra-se encoberto pelos sinais relativos aos metilenos da
molécula. Deslocamentos semelhantes, referentes aos dois protons H-21 sdo descritos
como multipletes por Jiang et al., (1995) em 2,00 e 1,42 ppm e Junges et al., (1999)
emdy 1,98 e 1,40 ppm.
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O mesmo efeito de desblindagem ocorre sobre o proton H-19, que acopla
com os 2H-21 e H-18 (Junges et al, 1999) e aparece no espectro em dy 2,37
ppm na forma de um multiplete.

Os demais sinais no espectro de **C-RMN e *H-RMN apareceram em campo alto
e foram atribuidos aos carbonos e hidrogénios por comparacédo com dados da literatura,
sendo os valores determinados para V1 sobreponiveis aos valores de compostos
derivados do lupeol, contribuindo para a sua identificacdo na planta em estudo (Tabelas
1 e 2, paginas 72 e 73, respectivamente).

Na analise por CG foi possivel observar no cromatograma um pico principal com
tempo de retencdo de 26,08 minutos. O espectro de massa por impacto eletrdnico
(Figura 34, pagina 78) do composto mostrou pico em m/z 426 u.m.a, que corresponde
ao pico do ion molecular do composto V1 (lupeol). Outros picos oriundos da
fragmentacdo do tipo Retro-Diels-Alder (RDA) do anel C sdéo tipicos de triterpenos
pentaciclicos, principalmente os de maiores intensidades como os m/z 218; 207; 203 e
189 u.m.a (Mendes et al., 1999; Ogunkoya et al., 1981). Destes, os mais intensos foram
m/z 189 e 207 u.m.a., que sao caracteristicos de fragmentacdes de compostos do tipo
lupeno (Ogunkoya et al., 1981; Mebe et al., 1998; Kotowicz et al., 2005). O esquema de
fragmentacgé&o de V1 esta mostrado na Figura 28.

Com base nos dados espectrais é possivel propor para o composto V1 a formula
molecular C3oHs00. Para essa férmula molecular tem-se um grau de insaturacao (indice
de deficiéncia de hidrogénio) igual a seis. Uma vez que os espectros de RMN indicaram
a presenca de somente uma insaturagao, conclui-se que 0 composto apresenta cinco
ciclos. Portanto, estes dados nos permitem afirmar que V1, isolado do extrato
diclorometénico, € um triterpeno alcool pentaciclico portador de uma insaturacao: lupeol
(3b-hidroxi-lupa-20(29)-eno), figura 29.

Substancia V1: Cristal branco. Rf=0,34 (gel de silica Fzs4; CH2Clx:Hexano 95:5;
visualizacdo apos nebulizagdo com anisaldeido sulfirico — mancha roxa). IV (KBr) Nmax
3300, 3050, 2950, 1730, 1620, 1450, 1370, 1150, 1040, 850 cm™. EM/IE 70 eV, m/z 426
[M*] (22), 411 (10), 393 (5), 229 (15), 218 (100), 207 (62), 189 (62), 175 (28), 161 (28),
135 (46), 109 (77), 81 (91), 55 (65) calculado para CsoHsoO 426 g (Figura 34). Para *C-
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RMN (100 MHz, CDCl;) e *H-RMN (400 MHz, CDCls) ver Tabelas 1 e 2, paginas 72 e

73, respectivamente.

T+

HO
m/z 207

m/z 218

- CHg

T+

m/z 189

m/z 203

Figura 28: Esquema de fragmentac&do do composto V1, adaptado de Mebe
et al., 1998.
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Tabela 1: Valores de deslocamentos de *H-RMN de V1 e dos compostos 1-7
utilizados como referéncias (dw):

H 1 2 3 Vi1 4 5 6 7
CDCl; CDCl, CDCl; CDCl; CDCl; CDCl4 CDCl; CDCl;
3 3,20 m 3,40 m 4,47 dd 3,20dd 3,18 dd 3,22 dd 3,21dd 4,5-4,60m
19 2,38 m 2,38 m 2,37 m 2,38 m 2,39 m - 2,60 ddd 2,30 m
2la - - - 191 m 1,93 m - 2,06 m -
21b - - - * 1,33 m - - -
23 - - 0,84-0,86 0,94 s 0,98 s 0,99s - 0,76 s
24 - - 0,84-0,86 0,78 s 0,77 s 0,77 s 0,79 s 0,87 s
25 - - 0,84-0,86 0,83s 0,84s 0,86 s 0,85s 0,86 s
26 1,03s 1,03s 0,94 s 1,03 s 1,04 s 1,06 s 1,04s 0,89 s
27 - - 1,02s 0,96 s 0,97 s 0,94 s 0,99s 0,93s
28 0,79s 0,79s 0,79s 0,76 s 0,79s 0,79 s 0,78 s 1,02 s
29 4 57s, 4,57s, 4,57s, 456 s, 4,56 m, - - 458 s,
4,69s 4,69s 4,68 s 4,68 s 4,69 m - - 470s
30 1,68s 1,68 s 1,68 s 1,67 s 1,69 1,17 d 2,16 s 1,66 s

1) Citado 3b-hidroxi-lupeol (Souza et al., 2001).

2) Citado 3a-hidroxi-lupeol (Souza et al., 2001).

3) Citado lup-20(29)-eno-3b-O-hexanoato (Brum et al., 1998).
4) Citado 3b-OH-lupeol (lupeol) (Reynolds et al., 1986).

5) Citado acido 3b-hidroxi-lupan-29-6ico (Kotowicz et al., 2005).
6) Citado 29-Nor-20-oxolupeol (Kotowicz et al., 2005).

7) Citado 3b-(5-hidroxiferuloil)lup-20(29)-eno (Mebe et al.,1998).
(-) dados néo fornecidos.

(*) sinal encoberto no espectro.

Figura 29: Estrutura quimica do lupeol (V1).



Tabela 2: Valores de deslocamento de *C-RMN de V1 e dos compostos 1-6

utilizados como referéncias (dc):

C 1 2 3 4 V1 5 6 7 8
CDCl; CDCIl; CDCIl; Piridina CDCl; CDCl; CDCl; CDCl;  CDCl;
1 38,4 38,1 38,65 41,6 38,86 38,7 32,5 38,5 38,67
2 23,6 23,7 27,31 28,6 25,18 27,4 25,3 23,8 27,35
3 80,9 80,6 78,92 78,6 79,01 78,9 76,4 81,5 78,94
4 37,6 37,8 38,85 40,4 38,73 38,8 37,6 37,9 38,81
5 55,3 55,3 55,24 55,4 55,35 55,3 48,2 55,5 55,25
6 18,0 18,2 18,28 73,1 18,33 18,3 18,4 18,3 18,28
7 34,3 34,2 34,18 74,3 34,31 34,2 34,4 34,3 34,23
8 40,9 40,8 40,71 46,6 40,86 40,8 41,1 41,0 40,78
9 50,3 50,3 50,25 51,5 50,47 50,4 50,5 50,4 50,38
10| 371 37,1 37,16 37,4 37,19 37,1 37,3 37,2 37,11
11| 20,9 20,9 20,89 21,4 20,95 20,9 21,2 21,0 20,89
12| 25,0 251 27,17 26,1 27,43 251 25,3 25,2 25,08
13| 38,0 38,0 - 38,4 38,08 38,0 38,0 38,2 38,00
14| 429 42,8 43,05 447 42,84 42,8 43,0 43,0 42,78
15| 275 274 2731 31,6 27,46 27,4 27,6 27,6 27,41
16| 355 355 34,96 36,5 35,60 35,5 35,8 35,7 35,54
17| 43,0 430 42,66 43,1 43,00 43,0 43,2 43,1 42,95
18| 48,2 48,3 49,67 48,8 48,33 48,2 48,2 48,4 48,24
19| 48,0 48,0 52,25 48,5 47,98 47,9 48,2 48,1 4794
20 | 150,9 151,0 - 151,3 150,9 150,9 151,2 151,0 150,88
21| 29,8 29,8 27,64 30,3 29,87 29,8 29,9 29,8 29,80
22| 40,0 40,0 39,84 40,4 40,01 40,0 40,2 40,1 39,96
23| 28,0 27,9 27,98 28,1 27,99 28,0 28,2 28,0 27,95
24| 165 16,6 15,36 18,24 16,11 15,4 22,4 16,6 15,35
25| 161 16,2 16,07 17,9 15,99 16.1 16,4 16.1 16,09
26| 16,0 15,9 15,90 111 15,36 15,9 16,2 16,2 15,94
27| 144 14,5 14,46 15,5 14,56 14,5 147 14,6 14,51
28| 181 18,0 17,28 18,19 18.00 18,0 18,2 18,1 17,97
29 | 109,3 109,3 - 109,8 109.31 109,3 109,6 109,5 109,31
30| 19,2 19,3 29,15 19,6 19.31 19,3 19,5 19,4 19,28

1) Citado acetato de lupeol (Perfeito et al., 2005).

2) Citado lup-20(29)-eno-3b-O-hexanoato (Brum et al., 1998).
3) Citado 29-Nor-20-oxolupeol (Kotowicz et al., 2005).

4) Citado 3b,6b,7b-trihidroxi-20(29)lupeno (Jiang et al., 1995).
5) Citado 3b-OH-lupeol (lupeol) (Souza et al., 2001).

6) Citado 3a-OH-lupeol (epilupeol) (Souza et al., 2001).
7) Citado 3b-(3R-acetoxihexadecanoiloxi)-lup-20(29)-eno (Chaturvedula et al.,

2004).

8) Citado 3b-OH-lupeol (lupeol) (Reynolds et al., 1986).

(-) dados nao fornecidos.
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&

[ ]m]g:ltmlm1mmmmmmﬂmmmmgggmg} 500 520

Boan 4197 (26076 min): va-1.0

46
s
P mm m

455728 a-Meogammacer-22(29)-an-3-ol, (3 bela. 21 Bein |-

Figura 34: Espectro de massas de V1.

'

78



79

5.2.2. Elucidagao estrutural de V2

Da fragdo diclorometénica do extrato hidro-etandlico das folhas da planta foram
isolados, conforme esquematizado na Figura 25 (pagina 65), 34,0 mg de um composto
cristalino branco codificado como V2, que apresentou-se como uma mancha Unica, de
coloracdo roxa, ap0s migragcdo em CCD e revelacdo com anisaldeido sulfarico e
aguecimento. Em sistema impregando com AgNOs; a mancha aparece na coloragao
marrom. Esta amostra foi submetida a espectrometria de massa (CG/EM),
infravermelho (1V), *H-RMN e **C-RMN.

Através dos espectros de 'H-RMN e *C-RMN (Figuras 40-44, paginas 92-96)
atribuiram-se os deslocamentos quimicos e caracterizaram-se 0os atomos de hidrogénio
e carbono que compdem a estrutura do composto. O espectro de **C-RMN totalmente
desacoplado indicou a presenca de cinglienta e seis atomos de carbono, sugerindo
uma mistura binaria de triterpenos, uma vez que quatro desses sinais aparecem em alta
intensidade e provavelmente tratam-se de carbonos com mesmos deslocamentos
guimicos (equivalentes) e ainda pelo fato dos sinais caracteristicos de grupamentos
metilicos e metilénicos (10-50 ppm) aparecerem geralmente duplicados, fato este que é
caracteristico de isomeria, onde os elementos estruturais séo distribuidos de forma
muito semelhante diferindo apenas em algumas posi¢cfes e por isso a maioria dos
sinais aparecem duplicados.

Desses sinais, quatro bem desblindados na regi&o de carbonos sp? (dc 121,75;
124,44; 139,60 e 145,18 ppm) sugerem duas duplas ligagdes. Segundo metodologia
descrita por Olea & Roque (1990) sinais nesta regiao, quando presentes, sao altamente
caracteristicos de cada esqueleto, pelo menos no caso de triterpenos oxigenados
apenas no C-3. Estes sinais sdo, portanto, muito importantes na elucidagéao estrutural
de misturas de triterpenos. No espectro em questdao (V2), a mistura apresentou
estruturas pertencentes as séries urseno (dc 139,18 e 124,44 ppm) e oleaneno (dc
121,75 e 145,18 ppm) (Aragao et al.,, 1990; Mendes et al., 1999; Maia et al., 2000;
Carvalho et al., 1998; Garai & Mahato 1997; Baykal et al., 1998; Berrondo et al., 2003;
Olea & Roque, 1990). Sdo nucleos triterpénicos isoméricos possuintes de uma dupla

ligacdo entre C-12 e C-13, diferindo somente na posicao de uma metila (C-30) em C-19
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ou C-20, respectivamente. Os valores de deslocamento confirmam a presenca dos dois
esqueletos. Para o tipo ursa-12-eno em geral o carbono 12 é desblindado (cerca de 2
ppm), enquanto o carbono 13 é blindado (cerca de 5 ppm) em relagao as séries olean-
12-eno. A diferenca entre os dois valores é determinada pela presenca do grupamento
19-a-CHs; (equatorial), que estd bem proximo a dupla ligacao (efeito g e g para C-13 e
C12, respectivamente) nas séries ursan-12-eno, afetando estericamente os valores de
deslocamentos destes carbonos (Athayde, 1993). A localizacdo desta metila influencia
também o deslocamento de C-18. Quando a posi¢do € no C-19 (a-amirina) C-18 sofre
um efeito b a mais (+9,4 ppm) e um efeito g a menos (-2,5 ppm) em relacdo a
localizacdo da metila em C-20 (b-amirina) (Figura 35). Isto explica a diferenca dos
deslocamentos quimicos observados para C-18 dos isdmeros (aproximadamente 12
ppm), que foi de dc 59,10 ppm para a-amirina e 47,26 ppm para b-amirina.
(2) 2 @)

Figura 35: Diferencas de substituintes b e gsobre o deslocamento de C-18
de a-amirina (1) e b-amirina (2).
a efeito b;

a efeito g.

O espectro de 'H-RMN também traz informacBes importantes para a
classificacéo dos triterpenos presentes na mistura. Hidrogénios olefinicos possuem um
deslocamento quimico especifico na faixa de 4,5 — 7,5 ppm devido ao efeito de

desblindagem exercido pela nuvem eletronica da dupla ligagdo. Nesta regido do
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espectro verificam-se dois tripletes em d 5,19 (J=3,2 Hz) e 5,14 (J=3,2 Hz) ppm (Figura
36). Pelo fato de um dos carbonos envolvidos na dupla ligagdo ser quaternario (C-13) e
portanto ndo possuir hidrogénios, conclui-se que os sinais verificados sdo pertencentes
ao hidrogénio de C-12. Este préton acopla com os dois hidrogénios H-11, resultado em
um triplete para a-amirina e um para b-amirina. Certifica-se quando se compara com
dados da literatura onde estes d sédo caracteristicos dos hidrogénios H-12 em urseno
(a-amirina) e oleaneno (b-amirina), respectivamente (Carvalho et al., 1998; Souza et al.,
2001; Miyase et al., 1996; Aragao et al., 1990; Baykal et al., 1998; Susunaga et al.,
2001). Esta diferenca € explicada pela presenca do grupamento 19-a-CHj; (equatorial),
gue exerce efeito sobre H-12 nas séries ursan-12-eno, afetando estericamente o valor
de deslocamento deste préton. Como em olean-12-eno esta metila encontra-se no C-
20, H-12 n&o sofre este efeito.

|
J=3,2Hz ﬁ\f m J=3,2Hz

Figura 36: Espectro *H-RMN de V2 ampliado (dy 4,9-5,4 ppm), mostrando os

tripletes observados para H-12, em CDClj,

Outro sinal caracteristico aparece em dc 79,05 ppm. Nesta regido do espectro de
13C-RMN geralmente os sinais sdo decorrentes de efeito de desblindagem exercido por

oxigénios alcoois. Por razdes biossintéticas o C-3 aparece ligado a um oxigénio
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(Hansel, 1999; Wagner, 1993; Hartmann, 1998) neste caso a uma hidroxila (OH). Sendo
assim, determinou-se que as estruturas possuem um carbono hidroxilado com
deslocamento quimico em 79,05 ppm, caracteristico de C3-OH (Brum et al., 1998; Jiang
et al., 1995; Kotowicz et al., 2005; Olea & Roque, 1990). Este sinal, em relagdo aos
demais, estad em alta intensidade, e isto € um indicio de que nas estruturas os carbonos
oxigenados (C-3) sédo equivalentes, possuindo o mesmo deslocamento. Este afeito de
desblindagem exercido pelo oxigénio afeta também o deslocamento de carbonos
vizinhos ao carbono hidroxilado, deslocando-os para campo mais baixo. Esses dados
podem contribuir para a determinacdo da estereoquimica da estrutura molecular do
composto.

A comparagdo com os valores registrados na literatura para a-amirina e b-
amirina e derivados destes triterpenos permitiu determinar a conformacdo da hidroxila
em C-3. Observou-se que quando a hidroxila estd em posi¢do 3-a 0 deslocamento de
C-3 ocorre em torno de 75 ppm (Souza et al., 2001; Carvalho et al., 1998; Olea &
Roque, 1990) valor este n&o observado no espectro. No entanto, o deslocamento
observado foi de dc 79,05 ppm, que € compativel com a fungdo OH em conformacéo b
(Jiang et al., 1995; Mebe et al., 1998; Chaturvedula et al., 2004; Olea & Roque, 1990).
Os deslocamentos dos hidrogénios e carbonos vizinhos a esta hidroxila comprovam
esta informacdo. Como os valores de dc para C-1 foram 38,78 e 38,8 ppm para a-
amirina e b-amirina, respectivamente, e o sinal em dc 55,21 ppm (também duplicado)
correspondente a C-5, estes dados indicam que a hidroxila esta em mesmo plano e
assim interage com esses carbonos deslocando-os para campo mais baixo. Caso
estivessem em posicles estereoquimicas opostas os deslocamentos seriam em torno
de 34,0 (C-1) e 49,5 (C-5) por ndo sofrerem efeito de desblindagem do oxigénio
(Carvalho et al,. 1998) (Tabelas 4 e 5, paginas 89 e 90). Os dados de literatura de *H-
RMN também contribuem para a determinagcdo da conformacdo de H-3, e
consequentemente de OH-3. Quando H-3 esta na posicéo b, seu deslocamento ocorre
em dy 3,40 (m). Como o deslocamento observado no espectro foi dy 3,23 ppm (m), e é
caracteristico de H-3 em a (Souza et al., 2001; Carvalho et al., 1998), conclui-se que a

posi¢do da hidroxila é b em ambos os isémeros, ndo exercendo, assim, efeito g (gama)
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de protecdo (reducéo do deslocamento) sobre os carbonos C-1 e C-5 (Jiang et al.,
1995; Carvalho et al., 1998; Aragéo et al., 1990) e o H-3 em a.

Pelo fato de C-3 estar ligado a uma hidroxila, H-3 sofre efeito de desblindagem
exercido pelo oxigénio (eletronegativo) apresentando um dy em torno de 3,23 ppm. Este
hidrogénio faz acoplamento com os dois hidrogénios H-2 (H-2a e H-2b). Como a
hidroxila estereoquimicamente esta mais préxima de um dos prétons, este sofre um
pequeno deslocamento para frequéncia mais alta (dy 3,24, d) enquanto que o outro ndo
sofre tanto este efeito adicional de desblindagem e aparece como dubleto em dy 3,21
ppm (Aragao et al., 1990). Assim, se comportam como hidrogénios diferentes e por este
motivo o sinal de H-3 aparece como duplo dubleto (dd) e ndo como um triplete. Estes
sinais para a-amirina e b-amirina foram equivalentes (sobreponiveis).

O espectro de *H-RMN mostrou doze sinais de metilas na forma de singletes de
alta intensidade em campo alto (mais blindado). Desses, quatro aparecem com maior
intensidade: dy 0,80; 0,88; 1,01 e 1,27 ppm, indicando que se tratam de protons
equivalentes entre as estruturas, resultando nas dezesseis metilas existentes na
mistura (oito para cada isbmero). Atribuiram-se os valores de deslocamento quimico (d)
por comparacdo com dados encontrados na literatura (Tabela 6, pagina 91). Os d para
essas metilas foram dy 0,80 (30, 3H), 0,81 (H-29b, 3H), 0,85 (H-29a, 3H), 0,88 (H-26,
3H), 0,95 (H-28b, 3H), 0,96 (H-28a, 3H), 0,98 (H-27b, 3H), 1,01 (C-24, 3H), 1,02 (C-
27a, 3H), 1,08 (H-26b, 3H), 1,14 (H-26a) e 1,27 ppm (H-23, 3H). Esta ultima, em 1,27
ppm (referente ao H-23) aparece mais desblindada por estar préxima a hidroxila, que
exerce este tipo de efeito. H-24, apesar de estar também ligado ao C-4, ndo sofre tanto
este efeito pois esta em posicdo estereoquimica oposta a hidroxila deslocando-se em
dy 1,01 ppm.

Tratando-se de uma mistura, 0s sinais nos espectros podem trazer informacgdes
acerca das propor¢cdes de cada componente. Tanto o espectro de carbono como o de
hidrogénio mostram que ndo existem picos que aparecem em maiores intensidades.
Devido ao espectro de *C-RMN possuir muitos sinais, o *H-RMN péde ser melhor
explorado. Como foi discutido anteriormente, H-12 aparece com deslocamentos

guimicos diferentes para a-amirina (dyq 5,19 ppm) e b-amirina (dy 5,14 ppm). Verificou-
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se que as intensidades destes sinais sdo idénticas e isto possibilita afirmar que os
compostos estdo na proporcéo de 1:1 na mistura (Vieira et al., 2005). Este dado esta de
acordo com o obtido no cromatograma por CG, onde foi possivel observar dois picos
com tempos de retencéo de 25,28 e 26,07 minutos, sendo que as proporgdes entre eles
€ muito semelhante 1:1 (verificadas pelas areas dos picos).

Os demais sinais no espectro de **C-RMN e *H-RMN apareceram em campo alto
e foram atribuidos aos carbonos por comparagcdo com dados da literatura, sendo os
valores determinados para a mistura V2 sobreponiveis aos valores de compostos
derivados de a-amirina e b-amirina, contribuindo para as suas detec¢gdes na planta em
estudo (Tabelas 3-5, paginas 88-90).

O espectro de infravermelho (1V) forneceu importantes informac¢des acerca dos
grupos funcionais que compdem a estrutura do composto analisado. Uma banda forte
ocorreu em 2950 cm™ e é caracteristico de deformac&o axial de C-H sp®, bastante
comum em compostos organicos. Outra absorcdo destacavel ocorreu em 3300 cm™.
Esta absorcdo aparece como um pico largo caracteristico da deformacgéo axial de O-H
associado (ligacdo hidrogénio de alcoois). Ainda, o pico mais intenso do espectro
ocorreu em 1050 cm™, regido onde absorve a funcéo C-O de alcoois. Outros sinais ha
faixa de 1700 a 700 cm™ sdo decorrentes de deformacdes angulares e axiais de
alcanos (C-C e C-H). Destacam-se também, a banda de baixa intensidade em 1650
cm™ que é caracteristica de deformacao axial de C=C; e ainda as bandas em 1465 cm™
e 1375 cm™ que s&o deformacdes angulares de CH, e CHs, respectivamente (Figura
37).
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Na analise por CG foi possivel observar dois picos com tempos de retencdo de
25,28 e 26,07 minutos. Os espectros de massas por impacto eletrénico (Figura 39,
pagina 91) dos compostos foram muito semelhantes. Mostraram picos em m/z 426
u.m.a, que correspondem aos picos dos ions moleculares dos isbmeros a e b-amirina.
Outros picos oriundos da fragmentacéo do tipo Retro-Diels-Alder do anel C sao tipicos
de olean-12-enos e ursan-12-enos, principalmente os de maiores intensidades como os
m/z 218; 203 e 189 u.m.a (Mendes et al., 1999; Ogunkoia et al., 1981). Este tipo de
fragmentacédo resulta na formacdo do ion pico base com m/z 218 u.m.a., que retém a
carga por produzir um fragmento dieno, que tem a propriedade de estabilizar melhor a
carga por mesomeria (Ogunkoia et al , 1981). O esquema de fragmentacao de V2 esta
mostrado na figura 38.

Com base nos dados obtidos em todos os espectros € possivel propor para a
mistura V2 dois compostos com férmulas moleculares C3oHs00 (isbmeros). Para essa
formula molecular tem-se um grau de insaturagdo igual a seis. Uma vez que 0s
espectros de RMN indicaram a presenca de somente uma insaturagéo, conclui-se que
0S compostos apresentam cinco anéis. Portanto, estes dados nos permitem afirmar que
a amostra V2 isolada do extrato diclorometanico é constituida de uma mistura de dois
triterpénos alcoois pentaciclicos portadores de uma insaturagéo: a-amirina (V2.1 - V3b-
hidroxiurs-12-eno) e b-amirina (V2.2 - 3b-hidroxiolean-12-eno).

Substancia V2: Cristal branco. Rf=0,34 (gel de silica Fzs4; CH2Clx:Hexano 95:5;
visualizacdo apos nebulizagdo com anisaldeido sulfirico — mancha roxa). IV (KBr) Nmax
3300, 2950, 2460, 1650, 1450, 1040, 800 cm™. EM/IE 70 eV, m/z 426 [M*] (10), 411 (7),
369 (8), 343 (12), 311 (7), 272 (7), 231 (6), 218 (100), 204 (8), 189 (15), 175 (19), 109
(31), calculado para CsHscO 426 g (Figura 39, pagina 91). Para *C-RMN (100 MHz,
CDCls) e *H-RMN (400 MHz, CDCls) ver tabelas 3-6.

Substancia V2: Cristal branco. Rf=0,34 (gel de silica Fzs4; CH2Clx:Hexano 95:5;
visualizacdo apos nebulizagdo com anisaldeido sulfirico — mancha roxa). IV (KBr) Nmax
3300, 2950, 2460, 1650, 1450, 1040, 800 cm™ . EM/IE 70 eV, m/z 426 [M'] (3), 411 (1),
369 (2), 343 (2), 281 (7), 218 (100), 203 (44), 189 (15), 175 (7), 135 (10), 107 (19), 81
(21) calculado para CsoHsO 426 g (Figura 39, pagina 91). Para *C-RMN (100 MHz,
CDCls) e *H-RMN (400 MHz, CDCls) ver tabelas 3-6.
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Figura 38: Proposta de fragmentacédo para a e b-amirina.
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Tabela 3: Valores espectroscopicos de *C-RMN de V2 (mistura) e do composto

referéncia (dc), de campo baixo para campo alto, ambos em CDCl3:

N°C V2 REF | N° V2 REF
1 145,19 [145,1| 31 | 32,97 | 32,9
2 139,60 [139,3]| 32 | 32,69 | 32,8
3 124,45 [124,3| 33 | 3249 | 325
4 121,75 [121,8| 34 | 31,27 | 31,2
5 79,05 | 78,3 | 35 [ 31,07 | 311
6 79,05 | 79,0 | 36 | 29,69 | 28,7
7 59,11 | 58,9 [ 37 | 28,74 | 284
8 55,22 | 55,2 | 38 | 28,39 | 28,2
9 55,22 | 553 | 39| 28,13 | 281
10 47,75 | 47,7 | 40 | 28,11 | 28,1
11 47,66 | 47,7 | 40 | 27,29 | 27,3
12 4727 | 474 | 42 | 27,25 | 27,2
13 46,86 | 469 | 43 | 26,97 | 27,0
14 42,11 | 42,0 | 44 | 26,64 | 26,6
15 41,75 | 41,8 | 45 | 26,18 | 26,2
16 41,55 | 415 | 46 | 25,99 | 26,0
17 40,05 | 40,0 | 47 | 23,69 | 23,6
18 39,83 | 39,6 | 48 | 2354 | 23,6
19 39,68 | 39,6 | 49 | 23,38 | 23,3
20 39,62 | 388 | 50 | 23,28 | 23,3
21 38,82 | 38,8 | 51 [ 21,38 | 21,3
22 38,78 | 38,7 | 52 | 18,37 | 185
23 38,78 | 38,7 | 53 | 17,46 | 18,3
24 38,62 | 38,7 [ 54 | 16,88 | 174
25 37,16 | 376 | 55| 16,82 | 16,9
26 36,97 | 37,2 | 56 | 15,67 | 15,8
27 36,92 | 36,9 | 57 | 1561 | 15,6
28 34,76 | 34,8 | 58 | 1557 | 15,6
29 33,76 | 33,7 | 59 | 1549 | 156
30 33,33 | 331 | 60 | 1549 | 155

REF - Citado da mistura de a e b-amirina (Mendes et al., 1999).
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Tabela 4: Valores espectroscépicos de *C-RMN de V2 atribuidos & a-AMIRINA e

dos compostos 1-6 tidos como referéncias (dc):

C 1 2 3 V2-a 4 5 6

1]38,7 | 385 ] 3827 | 38,78 | 38,7 | 39,6 | 38,8
2272 | 27,7 | 26,78 | 27,25 | 27,2 | 34,0 | 27,3
3| 782|809 | 7857 | 79,05 | 78,3 |216,7| 78,8
4| 388|420 | 38,11 | 3862 | 38,7 | 47,2 | 38,8
5| 552 | 558 | 54,70 | 55,21 | 55,2 | 55,4 | 55/4
6183 | 186 | 17,86 | 17,46 | 18,3 | 19,8 | 184
71330 | 331 ] 3217 | 3296 | 329 | 325 | 33,0
81395 |400 | 3919 | 39,82 | 40,0 | 40,1 | 39,6
9| 475 | 47,7 | 47,23 | 47,66 | 47,7 | 48,2 | 47,5
10| 36,9 | 36,6 | 36,44 | 36,92 | 36,9 | 36,7 | 37,0
11| 17,1 | 23,6 | 22,89 | 23,37 | 23,3 | 235 | 23,3
12]125,2 |124,2 | 123,95 | 124,4 |124,3|124,3[125,5
13]138,3[139,6 | 139,10 | 139,6 | 139,3|139,8| 138,0
14 42,0 | 42,7 | 41,26 | 41,74 | 420 | 42,3 | 42,0
15| 28,2 | 28,0 | 27,68 | 28,13 | 28,7 | 28,2 | 28,2
16| 242 | 26,6 | 26,49 | 26,44 | 26,6 | 26,5 | 24,3
17| 475 | 33,7 | 33,26 | 33,75 | 33,7 - 48,1
18| 52,7 | 59,0 | 58,63 | 59,10 | 58,9 | 59,3 | 52,8
19| 39,1 | 39,5 | 39,15 | 39,62 | 39,6 | 39,8 | 39,1
20| 38,8 | 39,6 | 39,15 | 39,68 | 39,6 | 39,8 | 38,8
21 30,7 | 31,2 | 31,82 | 3249 | 31,2 | 31,1 | 30,7
22] 36,7 | 415 | 4105 | 4154 | 415 | 41,6 | 36,7
23| 28,0 [ 224 | 27,89 | 28,74 | 28,1 | 26,6 | 28,2
241 15,7 | 64,5 | 1517 | 1557 | 156 | 21,5 | 155
25| 154 | 16,2 | 15,17 | 1561 | 15,6 | 155 | 15,7
26| 17,0 | 16,7 | 16,39 | 16,82 | 16,8 | 16,9 | 16,9
27 235 | 23,2 | 23,20 | 23,69 | 233 | 23,3 | 23,6
28|179,9| 28,7 | 28,25 | 29,68 | 28,1 | 28,8 | 177,7
29| 232 [ 175 | 16,39 | 16,88 | 174 | 17,5 | 16,9
30| 21,2 | 21,4 | 20,89 | 21,37 | 21,3 | 21,5 | 21,2

1) Citado do acido 3b-hidroxiurs-12-eno-28-0ico (Lin et al., 1987, CDCls).

2) Citado do 3b,24-dihidroxiurs-12-eno (Susunaga et al., 2001, CDCls).

3) Citado do 3b-hidroxiurs-12-eno (Maia et al., 2000, CDClIs).

4) Citado do 3b-hidroxiurs-12-eno (Wehrli et al., 1979 apud MENDES, 1999, CDCl5).

5) Citado a-amirenona (Olea & Roque, 1990, CDCls).

6) Citado do acido 3b-hidroxiurs-12-eno-28-6ico (Seo et al., 1975, CDCl).

- dados nao fornecidos.
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Tabela 5: Valores espectroscépicos de *C-RMN de V2 atribuidos & b-AMIRINA e
dos compostos 1-6 tidos como referéncias (dc):

1 2 3 |V2-b 4 5 6

394 | 388 | 38,7 | 38,78 | 38,27 | 38,8 | 38,8

342 | 265 | 27,2 | 26,64 | 26,49 | 26,7 | 27,9

216,7| 88,9 | 79,6 | 79,05 | 7854 | 91,4 | 78,0

47,3 | 39,6 | 38,7 | 38,82 | 38,14 | 44,0 | 39,3

55,3 | 55,9 | 55,1 | 55,21 | 54,75 | 56,3 | 55,7

19,8 | 186 | 18,3 | 18,37 | 17,96 | 186 | 18,7

32,2 | 332 | 32,8 | 31,26 | 30,78 | 33,4 | 33,2

39,7 | 40,0 | 39,9 | 40,04 | 39,34 | 40,1 | 39,6

o|lo|(N|o|g(Mw|N|FR] O

46,9 | 48,1 | 47,7 | 47,74 | 47,28 | 47,9 | 48,0

10| 36,7 | 37,0 | 39,6 | 36,97 | 36,46 | 36,6 | 37,3

11| 23,6 | 23,9 | 23,6 | 23,54 | 23,04 | 24,1 | 23,7

12(121,6123.3[121,6[121,75| 121,26 | 122,4|122,5

13|145,2 |144,2 | 145,2 | 145,18 | 144,68 | 144,9 | 144,7

14| 419 | 422 | 41,7 | 42,10 | 4162 | 425 | 42,1

15| 27,0 | 28,3 | 26,1 | 28,11 | 27,64 | 26,5 | 28,2

16| 26,1 | 23,5 | 26,9 | 26,17 | 26,16 | 289 | 23,7

17| 32,3 | 47,1 | 33,7 | 32,68 | 31,99 | 38,0 | 46,6

18| 47,4 | 418 | 47,6 | 47,26 | 47,18 | 455 | 419

19| 46,8 | 46,3 | 46,7 | 46,86 | 46,37 | 46,9 | 46,4

201 31,3 ] 30,8 | 311 | 31,07 | 30,57 | 30,9 | 30,8

21| 348 | 34,1 | 34,7 | 34,75 | 33,26 | 42,4 | 34,1

22| 372 | 32,6 | 37,1 | 37,16 | 33,68 | 75,7 | 33,2

23| 26,2 | 283 | 28,4 | 28,39 | 27,89 | 23,0 | 28,2

241211 | 16,8 | 156 | 1549 | 15,12 | 636 | 164

25| 153 | 16,7 | 15,7 | 1549 | 15,12 | 159 | 154

26| 16,7 | 176 | 169 | 15,66 | 16,34 | 17,1 | 17,3

271259 | 26,1 | 26,1 | 25,98 | 25,56 | 25,7 | 26,1

28| 28,5 |176,6| 28,8 | 27,29 | 27,64 | 28,7 [180,1

29| 334 | 332 | 334 | 3332 | 3283 | 33,2 | 33,2

30| 23,7 | 23,7 | 23,6 | 23,27 | 22,78 | 21,0 | 23,7

1) Citado do b-amirenona (Olea & Roque, 1990, CDClIs).

2) Citado do 3-O-[b-D-glicopiranosil (1&2)-a-L-arabinopiranosil] acido oleandlico-28-0-
[b-D-glicopiranosil (1&6)-b-D-glicopiranosil (Khalik et al., 2000, Piridina).

3) Citado do 3b-hidroxiolean-12-eno (Carvalho et al., 1998, CDCls).

4) Citado do 3b-hidroxiolean-12-eno (Maia et al., 2000, CDCls).

5) Citado do 3-0O-a-L-ramnopiranosil-(1&2)-b-D-galactopiranosil-(1&2)-b-D-
glicopiranosil-24,22-dihidroxiolean-12-eno (Mohamed et al., 1995, Piridina).

6) Citado do acido 3b-hidroxiolean-12-eno-29-06ico (Adesina et al., 1985, CDCl).



Tabela 6: Valores espectroscopicos de *H-RMN de H-3 e H-12 de V2 e dos
compostos 1 e 2 tidos como referéncias (dy):

H 1 V-2 2
H-3 3,23,dd, J=6,3e 9 Hz 3,23, m 3,22, dd
H-12 5,19, m (a); 5,19,tJ = 3,2Hz (a); 5,20, (a);
5,14, m (b) 5,14, tJ = 3,2Hz (b) 5,15, t (b)

1) Citado como mistura de a-amirina e b-amirina (Aragéao et al., 1990, CDCls).
2) Citado como mistura de a-amirina e b-amirina (Vieira et al., 2005, CDCly).
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Figura 43: Espectro *H-RMN ampliado de V2 (dy 0,5-2,1 ppm), em CDCls.
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Figura 44: Espectro *H-RMN ampliado de V2 (dy 3,0-5,4 ppm), em CDCLs.
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SiO2/(AgNO3)
FM: Hexano: CH.Cl, (1:1, v/v)
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|

Fracdo CH,Cl;

;
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Figura 45: Esquema de isolamento e purificacdo dos esterdides da fracao

CCD das amostras isoladas
Adsorvente: SiO,/AgNO;
FM: Hexano: CH,Cl; (1:1, v/v), 4X

27 mg
de V4
isolado

diclorometanica das folhas de Vernonia tweedieana Baker.
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5.2.3. Elucidagéo Estrutural de V3

Do fracionamento da frag&o diclorometéanica do extrato hidro-etanoélico das folhas
da planta foram isolados 7 mg de um composto cristalino branco codificado como V3.
Esta amostra foi submetida a espectrometria de massa (CG/EM), infravermelho (V) *H-
RMN e **C-RMN.

Através dos espectros de *H-RMN e **C-RMN (Figuras 51 e 52, paginas 107 e
108) atribuiu-se os deslocamentos quimicos e caracterizou-se 0os atomos de hidrogénio
e carbono que compdem a estrutura do composto. O espectro de **C-RMN totalmente
desacoplado indicou a presenca de um componente majoritario, uma vez que 29 sinais
apareceram em alta intensidade em relacéo a um interferente. Portanto, supde-se que
29 atomos de carbonos compdem a estrutura de V3. Desses sinais, quatro bem
desblindados na regido de carbonos sp? (dc 117,46; 129,48; 138,15 e 140,78 ppm)
sugerem a presenca de duas duplas ligaces. Segundo dados de literatura, estes sinais
sdo caracteristicos de compostos com esqueletos esteroidais ramificados,
especificamente do tipo espinasterol, quando uma das insaturagfes esta localizada
entre C-7 e C-8 (dc 117,46 e 138,15 ppm) e a outra entre C-22 e C-23 (dc 129,48 e
140,78 ppm) (Itoh et al.,, 1981; Gomes & Alegrio, 1998; Souza et al.,, 2001). A
comparacdo dos dados obtidos com os ja publicados excluiram algumas hipoteses e
permitiram propor a estrutura deste composto esteroidal (Tabelas 7-10, paginas 102-
106).

O espectro de *C-RMN apresentou um sinal em dc 71,07 ppm, caracteristico de
carbono portador de oxigénio. Nesta regido do espectro geralmente os sinais sao
decorrentes de efeito de desblindagem exercido por oxigénios alcoois sobre os
carbonos a (acréscimo de 35-52 ppm). Um efeito importante observado em anéis
rigidos de derivados do ciclohexano portadores de uma hidroxila € o deslocamento para
campo mais baixo dos carbonos b (5-12 ppm) e para campo mais alto dos carbonos g
(0-6 ppm). Estes deslocamentos para a direita, observados em carbonos g, resultam da
compressao estérica de uma interacdo vici (gauche) que resulta em efeito de

desblindagem de C-b e blindagem de C-g (Silverstein, 2000).
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Por ordem biogenética, na biossintese de esterdides o C-3 aparece ligado a um
oxigénio (Hansel, 1999; Wagner, 1993; Hartmann, 1998). O espectro de infravermelho
(Figura 53, péagina 109) mostrou uma absorcéo em 3300 cm™ na forma de uma banda
larga, caracteristica da deformacgdo axial de O-H associado (ligacdo hidrogénio de
alcoois). Como néo foram verificados outros sinais caracteristicos de ligacbes “C-O”
além deste sinal de alcool nos espectros, concluiu-se que ha apenas a hidroxila (OH)
ligada ao C-3 (Tabela 9, pagina 105) sendo que este carbono tem um deslocamento
guimico em 71,07 ppm, caracteristico de C-3-OH (Paulo et al., 2005; Kojima et al.,
1990; De-Eknamkul & Potduang, 2003).

O espectro de 'H-RMN também indica a presenca desta hidroxila. Pelo fato de C-
3 estar ligado a um oxigénio, H-3 sofre efeito de desblindagem exercido pelo oxigénio
(eletronegativo), tendo deslocamento em torno de dy 3,5 ppm (Paulo et al., 2005; Garg
& Nes, 1984; Garg &Nes b 1984; Sucrow et al., 1976; Kojima et al.,1990). Este préton
faz acoplamento com os dois hidrogénios H-2 (H-2a e H-2b) e os H-4 (H-4a e H-4b).
Como a hidroxila estereoquimicamente esta mais proxima de um dos protons de cada
carbono, um fica mais desblindado enquanto que o outro ndo sofre tanto este efeito
adicional de desblindagem. Assim, eles se comportam como hidrogénios diferentes e H-

3 aparece como ddd (J=4,8; 11 e 15,2 Hz) em dy 3,526 ppm (Figura 46).

E 8 2 &

J=15,2Hz

I J=11Hz
J=4,8Hz

W | W
Ny M A
i ™

W gt

Figura 46: O espectro de *H-RMN ampliado de V3 (dy 3,45-3,60 ppm),

mostrando o ddd observado para H-3, em CDCls.
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Os sinais de prétons olefinicos apareceram em dy 4,96 ppm (1H, dd, J=8,8 e
15,2 Hz, H-22 ou 23) dy 5,094 ppm (1H, dd, J=8,8 e 15,2 Hz, H-22 ou 23) e também
sao similares aos do espinasterol e condrilasterol (Garg e Nes, 1984). Estes sinais
aparecem em campo baixo pois estéo ligados a carbono que faz dupla ligagéo e assim

sofrem forte efeito de desblindagem (Figura 47).

J=15.5 Hz ‘ ‘
J=8.8 Hz ‘ ‘ |! ‘ / ‘ J=15.2 Hz
I|
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e b ey i b

Figura 47: Espectro ampliado de *H-RMN do composto V3 (dy 4,9-5,15 ppm),
mostrando os sinais verificados para os hidrogénios olefinicos, em CDCls.

Os grupos metilicos aparecem entre dy 0,4 e 1,0 ppm, sendo alguns sinais
sobrepostos. Os deslocamentos quimicos observados foram: dy 0,483 ppm (3H, s, H-
18), dy 0,732 ppm (3H, s, H-19). Os protons H-29 (terminal) acoplam com os dois H-28
resultando em um triplete em dy 0,757 (3H, t, J=6,4 Hz). Os prétons H-26 e H-27
(terminais) acoplam com o H-25, por isso aparecem no espectro como dois dubletos em
d 0,735 (3H, d, J=2,8 Hz; H-26) e dy 0,783 ppm (3H, d, J=6,4 Hz; H-27). Ainda, os H-21
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(terminais) acoplam com o H-20 resultado em um dubleto em dy 0,958 ppm (3H, d,
J=6,80 Hz) (Figura 48).

A ik j

Figura 48: Espectro ampliado de *H-RMN do composto V3, mostrando os sinais
verificados para os hidrogénios metilénicos.

O conjunto de dados espectroscépicos de V3 é compativel com os dados
estruturais dos esterodides espinasterol e condrilasterol. Estes isdmeros estereoquimicos
apresentam as insaturagdes nos mesmos locais, diferindo somente na configuracéo do
grupamento etil em C-24, que em espinasterol aparece em a e em condrilasterol em b
(Figura 49, pagina 102). Por este motivo geralmente estas substancia sédo confundidas.
Como a rota biossintética destes € praticamente a mesma, normalmente estes
compostos co-ocorrem nos vegetais. (Garg & Nes, 1984; Itoh et al., 1981). Alguns
autores preferem, ainda, ndo esclarecer esta duvida dizendo que detectaram um ou o
outro (Gomes & Alegrio, 1998). Os valores de deslocamentos quimicos dos dois
isbmeros (a e b) sdo muito parecidos, como pode-se analisar nas tabelas 9 e 10

(paginas 105 e 106). No entanto, segundo Itoh et al., (1981) e Garg & Nes (1984) é
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possivel caracteriza-los através de dados de 'H-RMN e C-RMN e estabelecer
qual/quais das substancias foram isoladas. No espectro de *C-RMN as mudancas

ocorrem, principalmente, nos sinais de C-16, C-21 e C-29.

Tabela 7: Diferencas nos dc que caracterizam os isdbmeros espinasterol e
condrilasterol segundo Itoh et al., 1981.

dc dc dc
espinasterol condrilasterol V3
C-16 28,5 28,4 28,4
C-21 21,1 21,0 21,06
C-26 215 19,0 21,37
Cc-27 19,0 21,5 19,0
C-29 12,3 12,5 12,22

HO
24a = Espinasterol 24b = Condrilasterol

HO

Figura 49: Diferenga estrutural entre os isdmeros estereoquimicos
espinasterol e condrilasterol.

Tabela 8: Diferencas nos dyque caracterizam os isdbmeros 24a (espinasterol) e
24b (condrilasterol) segundo Garg & Nes, 1984.

dy Espinasterol dy Condrilasterol dy V3
H3 3,598 1H, m 3,597 1H, m 3,526 1H, ddd J=4,8; 11,0 e 15,2 Hz
H7 5,172 1H, brs 5,172 1H, brs 5,086 1H, brs
H18 0,552 3H, s 0,550 3H s 0,484 s
H19 0,800 3H s 0,800 3H s 0,732s
H21 1,027 3H, d J=6,5Hz 1,030 3H, d J=6,5Hz 0,958 d, J=6,8Hz
H22 5,027, 1H, dd, J=7,5Hz 5,029, 1H, dd, J=7,5Hz 4,96 dd, J=8,8 e 15,2 Hz
H23 5,162, 1H, dd, J=7,5Hz 5,162, 1H, dd, J=7,5Hz 5,094 dd, J=8,8 e 15,5 Hz
H26 0,800 3H, d J=6,2Hz 0,825 3H, d J=6,5Hz 0.735d, J=2,8Hz
H27 0,851 3H, d J=6,1Hz 0,845 3H, d J=6,3Hz 0.783, d, J=6,4Hz

H29 0,757 3H, t J=6,4Hz 0,799, t,J=7,2Hz 0,757, t, J=6,4Hz
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Apesar dos relatos quanto as diferencas dos deslocamentos de carbonos e
hidrogénios entre espinasterol e condrilasterol, principalmente referentes aos
hidrogénios metilicos H-26, H-27 e H-29, ndo foi possivel caracteriza-los por
comparagcdes com dados da literatura. Portanto, a elucidagéo de V3, em particular a
configuracdo de C-24, ndo foi possivel com as técnicas empregadas. Observou-se no
espectro de *H-RMN um deslocamento de todos os valores para a direita, diferindo
cerca de 0,07 ppm em todos os sinais das referéncias utilizadas. Os valores observados
em V3 foram intermediarios aos valores de dy espinasterol e condrilasterol relatados na
literatura e por isso nao se pode afirmar qual dos compostos foi isolado (ver Tabela 8).

Na analise por CG foi possivel observar no cromatograma um pico principal com
tempo de retencdo de 26,64 minutos. O espectro de massa por impacto eletrdnico
(Figura 50) do composto mostrou pico em m/z 412 u.m.a, que corresponde ao pico do
ion molecular de V3 (espinasterol). Outros picos oriundos da fragmentacdo sao
caracteristicos deste composto. O esquema de fragmentacdo é mostrado na Figura 58
(pagina 117). O espectro de massa da substancia isolada foi coincidente com os

relatados para espinasterol (Kojima et al., 1990).

MAbundance Scan 3945 (24,638 min): VB-1.0
55 21
8000/
81
800D |
7000/
6000
5000/ 107
4000/ 255
| f 147
3000} 133
161 412
20007 [ 213 pog
229 300 -
. 187 369
1000 | | | 285 a2 351
i ' 3147 383 | 429 504

o I A R JEE 'il.i.|i. ju, '-.,_”_I,,.__ ||| (LN L At bt e e S

]
Miz==> 20 4-3 60 B0 100_120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 3410 360 980 400 420 440 460 480 500

Figura 50: Espectro de massas de V3.
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Com base nos dados espectrais é possivel propor para o composto V3 a formula
molecular C,9H4g0. Para essa férmula molecular tem-se um grau de insaturagéo igual a
seis. Uma vez que os espectros de RMN indicaram a presenca de duas insaturacgoes,
conclui-se que o composto apresenta quatro anéis. Portanto, estes dados nos permitem
afirmar que V3, isolado do extrato diclorometanico, € um esterdide alcool tetraciclico
portador de duas insaturagdes: espinasterol (24-etilcolestan-7,22-dieno-3b-ol).

Substancia V3: Cristal branco. Rf=0,41 (gel de silica Fzs4; CH,Cl,:AcOEt 9:1;
visualizacdo apos nebulizagdo com anisaldeido sulfirico — mancha roxa). IV (KBr) Nmax
3450, 2950, 1700, 1620, 1480, 1370, 1040, 970 cm™. EM/IE 70 eV, m/z 412 [M*] (23),
397 (11), 383 (2), 369 (8), 351 (5), 329 (2), 300 (14), 285 (5), 271 (100), 255 (46), 229
(15), 213 (17), 147 (32), 107 (50), 81 (82), 55 (98) calculado para Cy9H4s0 412 g. Para
13C-RMN (100 MHz, CDCl;) e *H-RMN (400 MHz, CDCls) ver tabelas 9 e 10.



1)
2)

3)
4)
5)
6)

Tabela 9: Valores de deslocamentos quimicos de **C-RMN de V3 e dos
compostos 1-5 utilizados como referéncias:

1 2 3 V3 4 5 6
¢t 3710 370 369 3717 389 369 371
c2 2903 295 275 2849 382 275 314
c3 7860 785 734 71,08 2121 734 710
C4 3470 341 338 3424 443 338 380
C5 4021 400 401 40,30 43,0 40,1 402
cé 2941 292 295 3151 301 295 296
cr 117,92 1172 1173 117,46 1171 117,3 117,4
c8 139,62 1394 1394 139,57 139,6 139,4 1395
C9 4960 494 49,2 4949 490 49,2 494
Cl10 3450 342 342 3187 345 342 342
Cl1 2342 214 215 2157 218 215 215
Cl2z 3962 393 393 3949 394 393 394
C13 4351 431 432 4331 433 432 433
Cl14 5532 549 551 5514 551 551 551
Ci5 2341 228 230 23,02 231 230 230
Cle 2900 283 285 29,70 286 284 285
Cl7 56,01 558 559 5595 560 559 558
ci8 1260 119 121 12,05 12,2 121 12,0
ci9 1312 128 129 13,03 125 129 13,0
C20 41,21 40,7 40,8 40,79 409 40,8 408
c21 21,70 212 211 2106 21,2 210 214
c22 138,71 138,0 138,1 138,15 138,1 138,1 138,7
C23 129,60 129,3 1294 129,48 1296 1294 1294
Cc24 5153 511 512 5126 51,3 51,2 512
c25 3222 31,7 318 3003 320 31,8 319
c26 2140 209 215 2137 215 190 211
c27 1920 188 190 19,00 191 215 190
C28 - 252 254 2538 255 254 254
C29 - 120 12,3 12,22 12,3 125 123

Citado de 3b-O-b-D-glucopiranosilspinasterol (Gomes & Alegrio, 1998, Piridina).
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Citado de 24S-etil-5a-colestan-7,22E-dieno-3a-ol-b-galactopiranosil (Paulo et al., 2005,

cDCly).

Citado de espinasterol (ltoh et al., 1981, CDCls).
Citado de 24S/a-espirasterona (Souza et al., 2001, CDCly).
Citado de condrilasterol (Itoh et al., 1981, CDCls).

Citado de espinasterol (Kojima et al., 1990, CDCly).

24a = Espinasterol

24b = Condrilasterol
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Tabela 10: Valores de deslocamentos quimicos de *H-RMN de V3 e dos

compostos 1-6 utilizados como referéncias:

1 2 3 V3 4 5 6
H3 3,57 1H, m| 3,598 1H, | 3,526 ddd, | 3,597 1H, 3,59 m
m J=48; m
11,0e 15,2
Hz
H7 5,301Hs 5,18 1H, | 5,172 1H, | 5,086 1H, | 5,172 1H, 5,16 m
dd brs brs brs
H18 | 0,66 3H,s | 0,56 3H,s | 0,552 3H, 0,484s |05503Hs| 0,55,s 0,55s
S
H19 | 0,793H,s |0,813H,s,|0,8003Hs| 0,732s |0,8003Hs| 0,81,s 0,80 s
H21 | 1,203H,d, | 1,033H,d, | 1,027 3H, 0,958 d, 1,030 3H, | 1,03,d 1,02d
J=6,6Hz J=6,8Hz | dJ=6,5Hz | J=6,8Hz | d J=6,5Hz | J=6,6Hz
H22 | 5,01 1H,dd,| 5,17 1H | 5,027,1H, | 4,96dd, | 5,029, 1H, 5,15 dd
J=13,2€e 6,6 dd, J=8,8¢€ dd, J=15,9
Hz J=7,5Hz 15,2Hz J=7,5Hz
H23 | 5,18 1Hdd | 5.031H, | 5,162, 1H, | 5,094 dd, | 5,162, 1H, 5,02 dd
J=99e55 |ddJ=52¢e dd, J=8,8¢e dd, J=159Hz
Hz 8,8 Hz J=7,5Hz 15,2Hz J=7,5Hz
H24 | 0,88 1H, d, 1,39 1H
J=6,6 Hz
H26 | 0,83 3H, d, 0,86 d, 0,800 3H, 0.735d, 0,8253H, | 0,80,d 0,85d
J=5,3 Hz J=6,4Hz | dJ=6,2Hz | J=2,8Hz | dJ=6,5Hz | J=7Hz
H27 | 0,84 3H,d, |0,813H,d,| 0,8513H, | 0.783,d, | 0,8453H, | 0,85,d 0,80d
J=6,2 Hz J=72Hz | dJ=6,1Hz | J=6.4Hz | d J=6,3Hz | J=6,5Hz
H29 | 0,803H,t, | 0,833H,t, | 0,757 3H,t| 0,757,t, 0,799, t, 0,81,t 0,80d
J=6,7 Hz J=7,6 Hz J=6,4Hz J=6,4Hz J=7,2Hz | J=6,5Hz

1) Citado de 3b-O-b-D-glucopiranosilspinasterol (Gomes & Alegrio, 1998, Piridina).

2) Citado de 24S-etil-5a-colestan-7,22E-dieno-3a-ol-b-galactopiranosil (Paulo et al., 2005,
CDCly).
3) Citado de espinasterol (Garg & Nes, 1984, CDCl,).

4) Citado de condrilasterol (Garg & Nes, 1984, CDCly).
5) Citado acetato de a-espinasteril (Sucrow et al., 1976, CDCls).

6) Citado de espinasterol (Kojima et al.,1990).

24a = Espinasterol

24b = Condrilasterol
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Figura 51: Espectro **C-RMN ampliado de V3, em CDCls.
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Figura 53: Espectro de IV de V3, em pastilhas de KBr.
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5.2.4. Elucidagao estrutural de V4

Da fragéo diclorometéanica do extrato hidro-etanodlico das folhas da planta foram
isolados 27 mg de um composto cristalino branco codificado como V4. A substancia
apresentou-se como uma mancha unica (CCD), de coloragdo roxa apos revelagdo com
0 reagente anisaldeido-sulfurico e aquecimento a 100 °C. O comportamento
cromatografico e a comparagdo por cromatografia em camada delgada com amostra
auténtica de b-sitosterol sugeriu a presenga desse composto na mistura. A confirmacéo
foi realizada através de cromatografia bidimensional, onde foi possivel detectar este

esteréide em V4, como mostra a figura 54.

M2

v

Figura 54: Cromatografia bidimensional com a amostra V4 utilizando como
referéncia o b-sitosterol. Primeira migracédo (M1)(Hexano:AcOEt 1:1, v/v-RF=0,57);
segunda migracéo (M2) (CH.Cl,:AcOEt 7:3, v/Iv-RF=0,48).

Para confirmar a presenca de b-sitosterol na planta esta amostra (V4) foi
submetida a espectrometria de massa (CG/EM), infravermelho, *H-RMN e *C-RMN.
Através dos espectros de 'H-RMN e '*C-RMN (figuras 59-61, paginas 122 a 124)
atribuiram-se os deslocamentos quimicos e caracterizaram-se 0os atomos de hidrogénio
e carbono que comp&em a estrutura do composto. O espectro de **C-RMN totalmente
desacoplado indicou a presenca de quarenta e trés sinais de atomos de carbonos,
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sugerindo uma mistura bindria, uma vez que varios desses sinais apareceram em alta
intensidade, provavelmente se tratando de carbonos com mesmo deslocamento
guimico. O cromatograma resultante do CG/EM confirmou a existéncia de dois
compostos através de dois picos que foram observados em tempos de retecbes de
23,83 minutos e 24,70 minutos.

No espectro de **C-RMN, presenca de quatro sinais na regido dos carbonos sp?
(dc 140,77, 138,28, 129,31 e 121,68 ppm) sugere a existéncia de duas duplas
ligacdes. Segundo dados da literatura, sinais em dc 121,68 e 140,77 ppm s&o
caracteristicos de esterdides com uma dupla ligacdo entre C-5 e C-6 (Ahmad et al.,
1992; Chaurasia & Wichtl, 1987; De-Eknamkul & Potduang, 2003; Goulart et al., 1993) e
em dc 129,31 e 138,28 ppm séo caracteristicos de uma dupla ligacdo entre C-22 e C-23
na cadeia lateral de esterdides (De-Eknamkul & Potduang, 2003; Goulart et al., 1993).
Estes sinais sdo, portanto, muito importantes na elucidacao estrutural de compostos
esteroidais. Na revisdo da literatura verificou-se que estes deslocamentos quimicos (dc)
sao especificos de [B-sitosterol (24a-etil-colestan-5-eno-33-o0l) e estigmasterol (24a-etil-
colestan-5,22-dieno-33-ol). Também foi possivel constatar que freqiientemente ocorre a
identificacdo destes constituintes em misturas (Carvalho et al., 1998; De-Eknamkul &
Potduang, 2003; Goulart et al., 1993, Conegero et al., 2003; Chaves et al., 2004). Estes
compostos possuem uma mesma insaturacéo (D°) e portanto os sinais nos espectros de
13C-RMN irdio coincidir e assim os sinais referentes a C-5 e C-6 estardo mais intensos
quando comparados com os outros dois sinais referentes a insaturacdo em D’ que esta

presente somente em estigmasterol (De-Eknamkul & Potduang, 2003) (Figura 55).

HO
Estigmasterol Sitosterol

Figura 55: Férmulas estruturais de estigmasterol e sitosterol.
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Supondo-se que a mistura € composta por -sitosterol e estigmasterol, e que
portanto as por¢cdes ciclicas das estruturas séo idénticas (B-sitosterol e estigmasterol
diferem somente na cadeia lateral), presume-se que os deslocamentos quimicos dos
carbonos e dos hidrogénios desta unidade sejam coincidentes ou muito proximos.

No espectro de **C-RMN de V4 observa-se um sinal intenso em dc 71,80 ppm,
caracteristico de carbono portador de oxigénio. Analisando o espectro de infravermelho
(Figura 62, pagina 125), percebe-se uma absorcéo destacavel em 3300-3400 cm™. Esta
absorcdo aparece como uma banda larga caracteristica da deformagédo axial de O-H
associado (ligacdo hidrogénio de élcoois). Ainda, a banda mais intensa do espectro
ocorre em 1050 cm™, exatamente a regido onde absorve a fungdo C-O de &lcoois.
Como néo foram verificados outros sinais caracteristicos de ligacdes “C-O” além dos
sinais caracteristicos de alcool nos espectros, conclui-se que 0s componentes da
mistura possuem uma hidroxila livre em suas estruturas, sendo que a posicdo foi
atribuida ao C-3, em conformidade com dados de literatura e origem biossintética dessa
classe de compostos (Chaurasia & Wichtl, 1987; Harrison et al., 1990; Ahmad et al.,
1992; Goulart et al., 1993; De-Eknamkul & Potduang, 2003).

A hidroxila posicionada em C-3 afeta o deslocamento de carbonos vizinhos ao
carbono hidroxilado, deslocando para campo mais alto os carbonos b (5-12 ppm) e para
campo mais baixo os carbonos g (0-6 ppm). Este deslocamento para a direita
observado em carbonos g é resultado da compressdo estérica de uma interacao vici
(gauche). Isto resulta em efeito de desblindagem de C-b e blindagem de C-g
(Silverstein, 2000).

A inspecdo do espectro de *H-RMN contribuiu para a localizacdo da hidroxila
livre no carbono 3. Pelo fato deste carbono estar ligado a um oxigénio, H-3 sofre efeito
de desblindagem exercido pelo oxigénio, deslocando-se para aproximadamente dy 3,6
ppm. Este hidrogénio faz acoplamento com os dois hidrogénios H-2 (H-2a e H-2b) e H-4
(H-4a e H-4b). Como a hidroxila esta mais préxima de um dos hidrogénios de cada
carbono, um fica mais desblindado enquanto que o outro ndo sofre tanto este efeito
adicional de desblindagem. Assim, eles se comportam como hidrogénios “diferentes” e
H-3, nas duas substancias, aparece como multipleto em 3,52 ppm, e ndo como um

quinteto.
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Através de sinais caracteristicos no espectro de *H-RMN também foi possivel
caracterizar a presenca de mistura de B-sitosterol e estigmasterol. Como nos demais
derivados quimicamente relacionados, a maioria dos sinais concentraram-se entre 0,5 e
2,0 ppm. Somente quatro sinais apareceram em campo mais baixo, sendo estes os dos
hidrogénios olefinicos pertencentes ao esqueleto e a cadeia lateral, e ainda ao H-3
adjacente ao grupo hidroxila (Forgo & Kovér, 2004). Destacam-se o multipleto em dy
3,52 ppm (H-3) e o singlete largo em dy 5,36 ppm (H-6) que sédo hidrogénios com
caracteristicas comuns em ambos 0S compostos e portanto possuem 0O mesmo
deslocamento quimico. Ainda, como pode ser visualizado na figura 56, os duplo-
dubletes em dy 5,02 (J=8,6 e 16 Hz, H-23) e 5,16 ppm (J=8,52 e 15,15 Hz, H-22),
caracterizam os prétons olefinicos do estigmasterol (Carvalho et al., 1998; Kojima et
al.,1990; De-Eknamkul & Potduang, 2003; Goulart et al., 1993; Forgo & Kdvér, 2004).

O espectro de hidrogénio foi totalmente sobreponivel ao espectro mostrado por
Forgo e Kovér (2004) para estigmasterol. Como visto anteriormente, os sinais obtidos
para o estigmasterol coincidem com os observados para o [3-sitosterol, com a adicao
dos sinais de H-22 e H-23.

J=1515Hz [ | l J=16 Hz
I |

J=8,52 \ . ] | | s=86Hz

Figura 56: Espectro *H-RMN ampliado de V4 (dy 4,8-5,5 ppm), em CDCls.
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Outras bandas observadas no espectro de infravermelho de V4 (Figura 62,
pagina 125) incluem: um sinal intenso em 2950 cm, caracteristico de deformacdes
axiais de C-H sp>; absorcées na faixa de 1700 a 700 cm™, decorrentes de deformacées
angulares e axiais de alcanos (C-C e C-H); uma banda de baixa intensidade em 1650
que é caracteristica de deformacéo axial de C=C e ainda as bandas em 1465 cm™ e
1375 cm™ que sdo deformagées angulares de CH, e CHs, respectivamente.

As porcentagens aproximadas dos dois constituintes na mistura foram calculadas
de acordo com o descrito por Goulart e colaboradores (1993), utilizando-se o espectro
de 'H-RMN (Figura 60, pagina 123), tendo como base na integracdo dos sinais
correspondentes a H-6 (b-sitosterol + estigmasterol), de intensidade relativa 1,0 e os
sinais de H-22 e H-23 pertencentes ao estigmasterol, de intensidade relativa 1,472
(0,778 + 0,694). A metade de 1,472 representou um hidrogénio da molécula do
estigmasterol (0,736) e a subtracéo desse valor de 1,0 (1,0 — 0,736 = 0,264) representa
o hidrogénio de b-sitosterol. As intensidades relativas 0,736 (1 H de estigmasterol) e
0,264 (1 H de b-sitosterol) permitiram deduzir que a mistura contém 26,4 % de b-
sitosterol e 73,6 % de estigmasterol [1,0 (0,264 + 0,736) = 100%].

O cromatograma resultante do CG/EM de V4 mostrou os dois picos referentes ao
estigmasterol (TR=23,83 minutos) e ao b-sitosterol (TR=24,70 minutos). No entanto,
segundo este cromatograma, as concentragfes percentuais, com base nas areas dos
picos foram de 91:9 estigmasterol/b-sitosterol. Nota-se que estes valores apesar de
confirmarem a predominancia do estigmasterol ndo concordam com os obtidos pelo
célculo de *H-RMN, tendo como base a integracéo dos sinais. Levando-se em conta a
maior confiabilidade do cromatografo gasoso, optou-se por afirmar que a proporgéo de
estigmasterol/b-sitosterol na mistura é de 9:1.

Na analise do espectro de massa por impacto eletrénico dos compostos foi
possivel observar as suas fragmentagfes (Figuras 63 e 64, pagina 126). A primeira
substancia (TR=23,83 minutos) apresentou sinal do ion molecular em m/z 412 u.m.a..
Conhecendo-se a massa dos dois compostos existentes na mistura como estigmasterol
(M* 412) e b-sitosterol (M* 414) deduz-se que este primeiro sinal no cromatograma
corresponde ao estigmasterol. No espectro de massas, outros picos oriundos da
fragmentagcdo, sdo caracteristicos deste composto. Com base no modelo de
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fragmentacdo apresentado pela substancia, foi sugerido pelo banco de dados do
equipamento (por semelhanca de fragmentacdo) o composto estigmasterol (Figura 64,
pagina 126). O esquema de fragmentacao proposto para estigmasterol é apresentado
na figura 58, pagina 117.

J& para o segundo pico do cromatograma (CG) observado em tempo de retencéo
de 24,70 minutos, 0 espectro de massas apresentou o sinal do ion molecular em m/z
414 u.m.a. Esta massa corresponde ao b-sitosterol. O esquema de fragmentacéo deste
composto é mostrado na figura 57 (pagina 116).

Os espectros de massas dos compostos isolados foram coincidentes com o0s
relatados para estigmasterol (Gershengorn, 1968; Garg b, 1984; Jacome, 2004; Kojima
et al., 1990) e para b-sitosterol (Gershengorn, 1968; Garg & Nes b, 1984; Kojima et al.,
1990).

Com base nos dados espectrais é possivel propor para um dos compostos V4 a
formula molecular Cy9Hs00. Para essa formula molecular tem-se um grau de
insaturacdo igual a cinco. Uma vez que os espectros de RMN indicaram a presenca de
somente uma insaturacao, conclui-se que o composto apresenta quatro anéis. Portanto,
estes dados nos permitem afirmar que esta substancia (codificada separadamente
como V4.1), isolado do extrato diclorometanico, é um esterdide alcool tetraciclico
portador de uma insaturacdo: b-sitosterol (24-etilcolestan-5-eno-3b-ol).

Para o composto V4.2 foi possivel sugerir a férmula molecular C,9H40. Para
essa formula molecular tem-se um grau de insaturacdo igual a seis. Uma vez que 0s
espectros de RMN indicaram a presenca de duas insaturagbes, conclui-se que o
composto apresenta quatro anéis. Portanto, estes dados nos permite afirmar que V4.2,
isolado do extrato diclorometanico, € um esterdide alcool tetraciclico portador de duas
insaturagdes: estigmasterol (24-etilcolestan-5,22-dieno-3b-ol).

Substancia V4.1: Cristal branco. Rf=0,57 (gel de silica Fs4; Hexano:AcOEt 1:1;
visualizacdo apos nebulizagdo com anisaldeido sulfirico — mancha roxa). IV (KBr) Nmax
3350, 2950, 1650, 1450, 1370, 1060, 970, 800 cm™. EM/IE 70 eV, m/z 414 [M'] (64),
396 (65), 381 (37), 329 (52,8), 303 (48), 273 (32), 255 (36), 213 (60), 191 (37), 161 (48),
145 (60), 109 (60), 81 (60), 55 (79) calculado para CgHs00 - 414 g. Para *C-RMN (100
MHz, CDCls) e *H-RMN (400 MHz, CDCls) ver tabelas 12, 14 e 15.
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Substancia V4.2: Cristal branco. Rf=0,57 (gel de silica Fs4; Hexano:AcOEt 1:1;
visualizacdo apos nebulizagdo com anizaldeido sulfirico — mancha roxa). IV (KBr) Nmax
3350, 2950, 1650, 1450, 1370, 1060, 970, 800 cm™. EM/IE 70 eV, m/z 412 [M'] (43),
369 (6), 351 (19), 329 (3), 300 (22), 271 (39), 255 (32), 229 (11), 207 (17), 153 (46), 81
(85) calculado para CagHasO - 412 g. Para **C-RMN (100 MHz, CDCls) e *H-RMN (400
MHz, CDCI;) ver tabelas 11, 13, 14 e 15.
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Figura 57: Esquema de fragmentacao de V4.1 (B-sitosterol).
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Tabela 11: Principais sinais observados no espectro de *H-RMN de V4 e dos
compostos 1-3 utilizados como referéncias para estigmasterol (d = ppm):

Hidrogénio 1 V4 2 3
H-3 (1H, m) 3,52m 3,52 3,51 3,505
H-6 (1H) 535m 5,356 br s 534 m 3,357
H-22 (1H,dd) 5,15dd 5,168 (8,52 e 15,15 Hz) 5,17 (8,6 € 15,2 Hz) 5,159 (7,5Hz)
H-23 (1H,dd) 5,01 dd 5,02 (8,6 e 16 Hz) 5,04 (8,6 e 15,2 Hz) 5,015 (7,5H2)

1 - Citado como estigmasterol (Kojima et al., 1990, CDCls).
2 — Citado do 5,22-estigmastadieno-3b-ol (Forgo & Koévér, 2004, CDCly).
3 — Citado do 24a-etilcolestan-5,22-dieno-33-ol (stigmasterol) (Garg & Nes b, 1984, CDCls).

Estigmasterol Sitosterol

Tabela 12: Principais sinais observados no espectro de *H-RMN de V4 e dos
compostos 1-3 utilizados como referéncias para B-sitosterol (dy = ppm).

Hidrogénio 1 2 V4 3
H-18 (3H, s) 0,66 0,680 0,69 0,68
H-19 (3H, s) 0,97 1,010 1,02 1,01

H-21 (3H,d) 0,91 J=6,5Hz 0,9216,5Hz 0,90 0,92
H-26 (3H,d) 0,80 J=6,8Hz 0,8146,5Hz 0,79 0,83
H-27 (3H,d) 0,80 J=6,8Hz 0,8336,5Hz 081 0,81
H-29 (3H,t)  0,83J=65Hz 0,845J=7,3Hz 0,86 0,84
H-3 (1H, m) 3,43 3,502 3,52 3,52
H-6 (1H, br s) 5,33 5,358 5356 5,35

1) Citado do 3-O-3-D-[6"(3""-metilbutanoato) glucopiranosil]-B-sitosterol (Ali et al., 2002, CDCls).
2) Citado do 24a-etil-colestan-5-eno-33-ol (Garg & Nes b, 1984, CDCls).
3) Citado como B-sitosterol (Kojima et al., 1990, CDCls).
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Tabela 13: Sinais observados no espectro de *H-RMN de V4 e do composto tido

como referéncias para estigmasterol (dy = ppm):

H REF*. () = acoplamentos V4
1b 1,84, m 1H (1b,1a; 1b,2a; 1b,2b) 1,86
la 1,08, m 1H (1a,2b; 1a,2a) 1,08
2a 1,83, m 1H (2a,2b; 2a,3a) 1,84
2b 1,51, m 1H (2b,3a) 1,51
3 3,51, m 1H (3a,44a; 3a,4b) 3,52
4a 2,30, m 1H (4a,4b; 4a,2a) 2,27
4b 2,23, m 1H (4b,6; 4b,7b; 4b,7a) 2,30
6 5,34, m 1H (6,7b; 6,7a) 5,36
7b 1,97, m 1H (7b,7a; 7b,8) 1,97
7a 1,50, m 1H (7a,8) 1,50
8 1,46, m 1H (8,9; 8,14) 1,46
9 0,94, m 1H (9,11b; 9,11a) 0,90
11(ab) ]1,50, m 2H (11b,12a; 11b,12b) 1,50
12b 2,00, m 1H (12b,12a; 12b,11a) 2,0
12a 1,18, m 1H (12a,11a) 1,18
14 1,01, m 1H (14a,15b) 1,00
15a 1,56, m 1H (14a,15a) 1,55
15b 1,06, m 1H 1,08
16a 1,72, m 1H (16a,16b; 16a,17a) 1,72
16b 1,28, m 1H (16b,17a) 1,28
17 1,15, m 1H (17,20) 1,15
18 0,70,s 3H 0,71
19 1,01, s 3H 1,01
20 2,06, m 1H (20,21; 20,22) 2,04
21 1,03,d 3H 1,03
22 5,17, dd 1H (22,23) 5,17
23 5,04, dd 1H (23,24) 5,02
24 1,54, m 1H 1,60
25 1,55, m 1H (25,26; 25,27) 1,55
26 0,85,d 3H 0,89
27 0,80,d 3H 0,81
28 1,43, m 1H (28,28; 28,29; 28,24) 1,43
28 1,18, m 1H (28,29; 28,24) 1,18
29 0,81, t 3H 0,84

* Citado como estigmasterol (Forgo & Kévér, 2004, CDCly).



Tabela 14: Sinais observados no espectro de *C-RMN de V4 e dos compostos 1 e 2

utilizados como referéncias (dc = ppm): de campo mais baixo para campo mais alto.

Sinal 1 V4 2 Sinal 1 V4 2

1 140,72 140,77 140,73 30 31,87 31,92 33,94
2 140,72 140,77 140,73 31 31,87 31,92 31,89
3 138,31 138,28 138,40 32 31,87 31,92 31,89
4 129,25 129,31 129,27 33 31,87 31,92 31,89
5 121,71 121,68 121,72 34 31,87 31,87 31,89
6 121,71 121,68 121,72 35 31,63 31,67 31,89
7 71,80 71,80 71,81 36 31,63 31.67 31,64
8 71,80 71,80 71.81 37 29,11 29,69 28,24
9 56,85 56,88 56,87 38 28,91 28,89 28,24
10 56,73 56,79 56,87 39 28,22 28,89 #
11 56,02 56,10 56,05 40 26,02 26,16 26,03
12 55,93 55,99 55,93 41 25,39 25,38 25,42
13 51,22 51,24 51,23 42 24,34 24,36 24,38
14 50,10 50,20 50,12 43 24,29 24,30 24,30
15 50,10 50,20 50,12 44 23,04 23,10 23,06
16 4581 45,87 45,83 45 21,20 21,21 21,20
17 42,26 42,32 42,29 46 21,07 21,08 21,08
18 42,26 42,32 42,29 47 21,07 21,08 21,08
19 42,26 42,23 42,29 48 21,07 21,05 19,81
20 42,19 42,23 42,29 49 19,80 19,80 19,38
21 40,48 40,45 40,50 50 19,39 19,38 19,38
22 39,74 39,80 39,68 51 19,39 19,38 19,03
23 39,66 39.70 39,68 52 19,01 19,05 19,00
24 37,22 37,28 39,12 53 18,96 18,98 19,00
25 37,22 37,28 37,25 54 18,76 18,78 18,76
26 36,48 36,52 37,25 55 12,23 12,22 12,27
27 36,48 36,52 36,40 56 12,03 12,04 11,99
28 36,12 36,14 36,40 57 11,97 11,98 11,87
29 33,91 33,98 36,16 58 11,84 11,86 11,87

# valor ndo relatado

120

1) Citado como mistura de B-sitosterol e estigmasterol (De-Eknamkul & Potduang, 2003,

cDCly).

2) Citado como mistura de B-sitosterol e estigmasterol (Goulart et al., 1993, CDCl,).
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Tabela 15: Valores espectroscépicos de **C-RMN atribuidos a Estigmasterol (Estg) e B-

sitosterol (B-sit) de V4 e dos compostos 1-6 tidos como referéncias (d = ppm):

Estg 1 V4 2 3 [bsit]| 4 2 5 6
Cl | 37,22 | 3352 | 37,25 | 372 | 1 | 37,22 | 3352 | 37,25 | 37,2
C2 | 3163 | 31,67 | 3164 | 316 | 2 | 3163 | 31,67 | 3164 | 316
C3 | 70,81 | 71,80 | 7181 | 71,8 | 3 | 71,80 | 71,80 | 71,81 | 7138
C4 | 4226 | 42,32 | 4229 | 423 | 4 | 4219 | 42,32 | 4229 | 423
C5 | 140,72 | 140,77 | 140,73 |140,7| 5 | 140,72 | 140,77 | 140,73 | 140,7
C6 | 121,71 | 121,68 | 121,72 |121,7| 6 | 121,71 | 121,68 | 121,72 | 1217
C7 | 31,87 | 31,92 | 31,89 | 31,0 | 7 | 31,87 | 31,92 | 31,89 | 319
C8 | 31,87 | 31,92 | 31,89 | 31,9 | 8 | 31,87 | 31,92 | 31,89 | 31,9
C9 | 50,10 | 50,19 | 50,12 | 50,1 | 9 | 50,10 | 50,19 | 50,12 | 50,1
C10 | 36,48 | 37,28 | 36,40 | 36,5 | 10 | 36,48 | 37,28 | 36,40 | 36,5
Cil | 21,07 | 21,08 | 21,08 | 21,1 | 11 | 21,07 | 21,08 | 21,08 | 21,1
C12 | 39,66 | 39,80 | 39,68 | 39,7 | 12 | 39,74 | 39,70 | 39,68 | 39,8
C13 | 42,26 | 4223 | 42,29 | 422 | 13 | 42,26 | 4223 | 42,29 | 42,3
Cl4 | 56,85 | 56,88 | 56,87 | 56,8 | 14 | 56,73 | 56,79 | 56,87 | 56,8
C15 | 24,34 | 2436 | 24,38 | 244 | 15 | 2429 | 2430 | 24,30 | 24,3
C16 | 28,91 | 28,89 | 28,24 | 289 | 16 | 28,22 | 28,89 | 28,24 | 28,2
C17 | 55,93 | 55,99 | 5593 | 559 | 17 | 56,02 | 56,09 | 56,05 | 56,0
C18 | 12,03 | 12,04 | 11,87 | 120 | 18 | 11,84 | 11,85 | 11,87 | 11,9
C19 | 19,39 | 18,38 | 19,38 | 19,4 | 19 | 19,39 | 19,38 | 19,38 | 19,4
C20 | 40,48 | 40,45 | 40,50 | 40,5 | 20 | 36,12 | 36,14 | 36,16 | 36,01
C21 | 21,07 | 21,05 | 21,20 | 21,2 | 21 | 18,76 | 18,78 | 19,03 | 18,8
C22 | 138,31 138,28 | 138,40 | 138,3| 22 | 33,91 | 33,98 | 33,94 | 33,9
C23 | 129,25 129,31 | 129,27 |129,2| 23 | 26,02 | 26,16 | 33,12 | 26,0
C24 | 51,22 | 5124 | 5123 | 51,2 | 24 | 4581 | 4587 | 4583 | 458
C25 | 31,87 | 31,87 | 31,89 | 31,9 | 25 | 29,11 | 29,69 | 26,03 | 29,1
C26 | 21,20 | 21,20 | 19,0 | 21,1 | 26 | 18,80 | 18,98 | 18,76 | 19,8
C27 | 18,96 | 19,79 | 19,0 | 19,0 | 27 | 19,01 | 19,05 | 19,81 | 19,0
C28 | 2539 | 2538 | 2542 | 254 | 28 | 23,07 | 23,09 | 23,06 | 23,0
C29 | 12,23 | 1221 | 12,27 | 123 | 29 | 11,97 | 11,98 | 11,99 | 12,0

1) Citado de estigmasterol (De-Eknamkul & Potduang, 2003, CDCls).
2) Citado de estigmasterol (Goulart et al., 1993, CDCls).
3) Citado de estigmasterol (Kojima et al., 1990, CDCly).
4) Citado de B-sitosterol (De-Eknamkul & Potduang, 2003, CDCly).
5) Citado de B-sitosterol (Goulart et al, 1993, CDCls).
6) Citado de B-sitosterol (Kojima et al., 1990, CDCly).

Estigmasterol

Sitosterol
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Extrato Hidro-etanélico

65%

Fracdo CH.Cl,

Placas Preparativas (CCD)
Adsorvente: SiO,

Fracdo AcOEt

Cromatografias em Colunas
Adsorvente: SiO,

CCD:
Adsorvente: SiO,
Eluente: CHCI;:AcOEt:EtOH (4:1:1)

26,8 mg de V5
isolado

Figura 65: Esquema de isolamento do composto V5.
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5.2.5. Elucidacéo estrutural de V5

A substancia V5 foi isolada por cromatografia em coluna da fragcdo acetato de
etila (F-AcOEt) obtida a partir do extrato hidro-etandlico de Vernonia tweedieana Baker,
seguida de cromatografia em placa preparativa, como esquematizado na Figura 65.

O composto foi obtido na forma de um sélido amorfo de coloragdo alaranjada. Na
analise cromatografica (CCD) com aspersao de anisaldeido sulfarico e aquecimento, V5
€ visualizado, sob luz visivel, como uma mancha de cor laranja intensa. O solvente
utilizado para as andlises em RMN foi metanol deuterado (CD3zOD). Demais testes para
a identificacdo do composto ndo foram realizados.

O espectro de H-RMN (Figura 68, pagina 132) indica que o composto é uma
flavanona pelo duplo dubleto do hidrogénio da posicdo C-2 em dy 5,25 ppm e pelos
duplos dubletos dos hidrogénios ligados ao C-3 em torno de dy 3,0 ppm e 2,7 ppm. O
espectro de carbono 13 (Figura 69, pagina 133) também confirma o carater flavanona,
pois o carbono da posicdo C-3 aparece em dc 44 ppm como sinal correspondente a um
grupo metileno, como pode ser visualizado no espectro DEPT (Figura 70, pagina 134)
(Falkenberg, 1991).

A presenca de hidroxilas fenolicas no composto seria confirmada pelo espectro
de 'H-RMN por singletos acima de dy 9,0 ppm (Shen, et al.,1993). Entretanto, o
solvente utilizado (CD3;0OD) reage com essas hidroxilas e estes hidrogénios sé&o
removidos formando &gua. Isto justifica a auséncia dos sinais referntes a estas
hidroxilas e ainda a presencga do sinal bastante intenso em dy 4,8 ppm, equivalente a
agua formada. Os hidrogénios ligados aos carbonos C-6 e C-8 aparecem como dois
singletos em dy 5,86 ppm e em 5,88 ppm, indicando ligagdo de um hidrogénio a cada
carbono (Liu et al., 1992).

A Tabela 16 apresenta os valores de deslocamento para carbono de compostos
semelhantes a V5, retirados da literatura. Os dados apresentados referem-se a valores
de deslocamentos medidos em DMSO d6, para os compostos que foram utilizados
como referéncia.

Ja a Tabela 17 apresenta valores de deslocamento dos hidrogénios presentes
nos carbonos das estruturas comparadas com V5 nestas caracteristicas.
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Os valores dos deslocamentos dos carbonos do composto V5 foram obtidos em
CD30OD. Observa-se que os dados obtidos nos dois diferentes solventes apresentaram
uma diferenca em torno de 2 ppm para campo mais baixo, sendo, no entanto,
sobreponiveis aos valores das referéncias 1 e 2.

O espectro de *C-RMN de V5 comparado com dados da literatura sugere
hidroxilas no anel A em C-5 (dc 165,41 ppm) e em C-7 (dc 167,97 ppm). Também,
mostra que os carbonos C-6 e C-8 néo estdo ligados a oxigénios, aparecendo C-6 e C-
8 em dc 96,36 ppm. Eles possuem o0 mesmo deslocamento pois ha uma
simetria/equivaléncia entre estes dois carbonos e eles podem se deslocar no mesmo
ponto (Silverstein et al., 2000), Estes dados se tornam ainda mais relevantes quando
sao comparados os espectros de V5 com outros de compostos oxigenados na posicao
C-6. Estes espectros revelam sinais em dc 129 ppm quando C-6 é oxidado. Dessa
forma, certifica-se de que V5 se trata de uma flavanona com duas hidroxilas ligadas ao
anel A,em C-5e C-7.

O padréo de substituicdo do anel B é definido no espectro de 'H-RMN pela
presenca de singleto em dy 6,909 ppm, caracteristico de um hidrogénio em C-2’, assim
como um singleto com dois hidrogénios em dy 6,77 ppm caracteristico de H5’ e H6’ (Liu
et al., 1992. O espectro de *C-RMN quando comparado com dados da literatura
comprova que ha duas hidroxilas neste anel B. Uma no C-3' em 146,49 ppm e outra em
C4" em 146,86 ppm. Este mesmo espectro mostra o carbono C-1' aparece em 131,8
ppm; o C-2’ em 114,709 ppm; C-5 em 116,27 ppm e C-6" em 119,24, todos ligados a
um hidrogénio cada, exceto C-1' que é quaternario (ver tabela 16).

O conjunto de dados espectroscpopicos de V5 é compativel com os dados
espectroscopicos da flavanona eriodictiol (5,7,3',4'- tetrahidroxiflavanona), substéncia ja
isolada em Eriodictyon californicum (Liu et al.,, 1992), em Rhus retinorrhea
(Anacardiaceae) (Ahmed et al., 2001) e até de uma espécie de Vernonia, a Vernonia

syringifolia (Zdero et al., 1991), entre outras plantas.
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C | DEPT V5 REF.1 REF.2 REF.3 REF.4 REF.5 REF.6 REF.7
135° | CD;0OD DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

dé dé dé d6 d6 dé dé

2| CH 80,452 78,3 80,0 79,0 79,0 * 78,6 79,7
3| CH; 44,076 42,0 434 43,2 43,1 42,0 * 43,5
4| C=0 | 197,598 196.,0 197,7 196,0 195,9 195,9 197,3 1975
5 | Cg-O | 165,412 163,4 164,8 164,1 164,1 163,4 158,4 159,9
6| CH 97,217 95,6 95,3 95,1 96,7 95,8 129,6 109.8
7| C-OH | 168,971 166.,5 168,7 168,0 166,0 166,7 160,5 165,4
8| CH 96,364 94,9 94,5 94,2 95,7 95,0 91,9 106,1
9 Cq 164,807 162,8 164,1 162,8 163,1 162,8 153,8 160,7
10| Cqg 103,213 101,7 103,6 103,1 102,6 101,7 102,4 102,8
1 Cq 131,828 129,4 131,1 1315 134,0 130,7 128,6 131,7
2| CH 114,709 114,2 114,6 112,6 122,6 128,1 128,1 114,6
3’ | C-OH | 146,498 145,0 146,1 145,9 130,7 113,9 115,0 146,4
4’ | C-OH | 146,869 1455 146,5 147,0 155,9 159,4 157,5 146,4
5| CH 116,27 115,3 116,0 110,6 135,6 113,9 115,0 116,6
6’| CH 119,239 117,8 119,1 118,2 127,1 128,1 128,1 118,8

REF.1) Citado como eriodictiol, C1501,0¢ (Liu et al., 1992).

REF.2) Citado como eriodictiol-7-metil-eter (5.3 dihidroxi — 7,4°- dimetoxiflavanona)

(Vasconcelos et al., 1998).

REF.3) Citado como eriodictiol-7,4 dimetil éter (Vasconcelos et al., 1998).

REF.4) Citado como burtinona (Yenesew et al., 1998).

REF.5) Citado como naringenina 4" -metil-eter,- C,16H1405 (Liu et al., 1992).

REF.6) Citado de 5,4diidroxi — 6,7 — dimetoxiflavanona (C17H1606) (Liu et al., 1992).

REF.7) Citado de 6-prenil-8-(2-hidroxi-3metelbut-3enil)-5,7,3’,5-tetrahidroxiflavanona.

(Ngadjui et al., 1999).

* _Dados nao fornecidos.

Figura 66: Estruturas referentes aos compostos mostrados na tabela 16.

OH O

REF.5

OH O

REF.6




131

Tabela 17: Valores espectroscopicos de 'H RMN de V5 e das referéncias

(d=ppm).
V5 Ref.1 Ref.2 Ref.3 Ref.4 DMSO Ref.5 Ref.6
CD;0OD CDCI3 DMSO DMSO d6 deé DMSO d6 | DMSO
d6 d6

H2 5,26 dd 5,33 dd 5,28dd | 5,36 1Hdd | 5,431H dd - 5,36 dd
H3 cis 2,69 dd 2,76 dd 2,71dd | 2,661Hdd | 2,73 1H dd - 2,74 dd
H3 trans | 3,05 dd 3,11 dd 3,04dd | 3,171Hdd | 3,21 1H dd - 3,13 dd

H6 5,86 s 5,98 s 5,99 s 5,87 1Hs 596 1H s 6,201H d -

H8 5,88 s 5,98 s 5,99 s 5,86 1H s 596 1H s 6,41 1Hd -
H2’' 6,909 s 7,09 s 7,37d 6,86 1H s 7,18 1Hd 7531Hd |7,10 s
H5’ 6,782 s - - 6,73 1H s 6,88 1Hd 6,981Hd | 6,83 s
H6’ 6,7794 s 7,09 s 7,09d 6,73 1H s 6,981Hdd |7,911Hdd| 6,83 s

V1) Composto fendlico isolado nesta monografia.
Ref.1) Citado como abissinona V-4'-metil éter (Yanesew et al., 1998).

Ref.2) Citado como abissinona V (Yanesew et al., 1998).

Ref.3) Citado como eriodictiol — Ci15H12Hs (Liu et al., 1992).
Ref.4) Citado como homoeriodicctiol — C16H140¢ (Liu et al., 1992).

Ref.5) Citado como
(Miserez et al., 1996).

isorhamnetina 3-O-b-D-apio-D-furanosil

(126)

-b-D-galactopiranosil

Ref.6) Citado como 6-prenil-8-(2-hidroxi-3metilbut-3-enil)-5,7,3",5-tetrahidroxiflavanona
(NGADJUL, B. T, et al., 1999).
(-): ausente.

OMe
OH
o 1
(‘) REF.4

Figura 67: Estruturas referentes aos compostos mostrados na tabela 17.



132

E ¥ 5 =] & wdid
T T P S S [T S S S ST ST S S P R S R
=1 il
e o i
5 oh B
=3 ] o

ZaEn oL P
2A50 OOy POL

GRS SUODErE D
I BLOELODD
W ELECEBLYE

LN G g
FETT 1 WILLEY]
BL OF bty
o1EFEa02 Taneg
SJITIETIOG WALILSTINRIY - 24

toog et

2 Qe | ) )

Jun e A awvn \.ﬁ/ f—// - A / oo W W ok

By AuBg TR0 (Ea i Y —~ I i o J/. | ™
R e A N NN BN L I W ™o oo W
oo a o -] VM oD o O R o i ned a =
SEElEoEsHag LEEHOSTIREER  EdEg 5
SETERHFSELEEE EETHEBESADBHEIN =

Figura 68: Espectro de *H-RMN de V5, em CD30Ds.



133

ae gg 91
395 QOORGIG 3
A0 0o
2850 05
3asn 09
BOLZE
I8 OLEOGIF T
TH EFREGE 0
IH Bkl BrhER
o
2T
A
SEGGE
e B06z
EF TBND uww &
13a05
EL G}
9EELECDS

av
530014
HHE

=0

=M
LHIATI0S
aL
AW
e
W LENT
UL
“83e0

FeAF IR WD USRI a4

Eaoz
3
PoRRUEA

ONOOHS
ORd®3
THYN

BJalaugaey @ie0 Fuddan]

907 PR

™,
ot

I

B

GBE

&k

Far’
{3

L

=

I

(]

—

= ]

r

=

[ AT
(T

E0F

oL il
0

"aty-

828 LET

FrOEE—

=1

BB OFl—"

408 8-
207 GaL——

146 89F ——

65 L6 -

[

wod

1BC-RMN de V5, em CD3ODs.

Figura 69: Espectro de



134

Sou) gkl GUIEER

135 EPILGEDD D
KE

an ME

0% 00000 1
3% Q0CCAaLD
I3 LECODNE D
1080 ey

E0dcnd

g O4ECHd
W LENT

)

(e Taleg

SJALRAEd UOTITISIRDIY -

EE CHI0ES
E OHed
rompRuid e

SFoeedey E1R0 TURLT)

em CD30Ds.

C-RMN - DEPT 135° de V5

Espectro de

.

-

rit
10 S

wdd

z
BEBFE—

20E 86

2E0°FF ——
BrT bF
LBE' OB

a
£

Figura 70



135

5.3. Avaliacdo da atividade antioxidante das fracbes das folhas de Vernonia

tweedieana Baker

O método utilizado foi de Choi e colaboradores (2002), empregando-se como
padrédo o acido ascorbico, jA que este possui atividade antioxidante comprovada e,
portanto, inibe a acdo do DPPH. A porcentagem de inibicdo de cada fracdo analisada

frente ao DPPH foi determinada pela seguinte equagéo:

% inibicdo =100 -| (Ab amostra — Ab branco) x 100]
Ab controle

Onde:
Ab amostra = absorbancia da amostra;
Ab branco = absorbancia do branco;

Ab controle = absorbancia do controle.

O controle foi feito com 1,0 mL da solu¢cdo de DPPH 0,3 mM mais 2,5 mL de
etanol. O branco foi a propria solugcdo em cada concentracdo a ser testada, visando
minimizar a interferéncia de componentes dos extratos na leitura.

A tabela 18 mostra as médias das leituras (em absorbancia) do DPPH, apds
trinta minutos de contato deste com o &cido ascoérbico (padrdo) e com os extratos
testados. A partir dessas absorbancias foi obtido o percentual de inibicdo, que
corresponde a atividade antioxidante dos extratos. A analise de uniformidade dos dados
foi efetuada através do calculo do desvio padrédo e do coeficiente de variacdo

percentual (CV%).




136

Tabela 18: Atividade antioxidante do acido ascorbico, extrato bruto e das fragdes

diclorometanica, acetato de etila e n-butanol de Vernonia tweedieana.

Coeficiente
Concentracao Média Desvio de %
(mg/mL) (Abs) padrdo variacdo Inibicdo
Acido
ascorbico

7,8 0,463 0,0089 1,92 43,3

15,6 0,134 0,0023 1,72 83,66
31,25 0,018 0,001 5,55 97,81
62,5 0,014 0,001 7,14 98,26

125 0,014 0,001 7,14 98,3
CH.Cl,

7,8 0,7733 0,0211 2,73 17,85

15,6 0,6903 0,0220 3,19 26,67
31,25 0,4443 0,0099 2,22 52,81
62,5 0,137 0,0035 2,53 78,62

125 0,1197 0,0015 1,28 87,35
AcOEt

7,8 0,637 0,021 3,29 32,3

15,6 0,538 0,0046 0,85 42,82
31,25 0,3487 0,0603 1,73 63,01
62,5 0,091 0,001 1,99 90,32

125 0,1067 0,0081 7,58 88,73
BuOH

7,8 0,6087 0,0040 0,66 35,38

15,6 0,420 0,0183 4,36 54,44
31,25 0,3347 0,0093 2,78 64,08
62,5 0,1347 0,0145 10,74 85,75

125 0,054 0,001 1,85 94,26
Bruto

7,8 0,7893 0,0148 1,88 16,15

15,6 0,701 0,0201 2,86 25,5
31,25 0,5307 0,0119 2,25 43,67
62,5 0,2583 0,0080 3,10 72,58

125 0,0917 0,0055 6,00 90,32
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A representacdo grafica das concentracdes de cada amostra em relagdo a sua

atividade antioxidante esta representada na figura 71.

Atividade antioxidante (DPPH)
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Figura 71: Percentual da atividade antioxidante do acido ascorbico (padrao), do

extrato bruto e das fragbes CH,Cl,, AcOEt, n-BuOH das folhas de V. tweedieana.

As atividades foram dose-dependentes, o que permitiu o calculo do ICs

(concentracdo necesséaria para inibir 50 % da atividade do DPPH) para cada uma das

fragbes analisadas. As médias das absorbancias referentes a cada concentragéo foram

utiizadas no calculo da porcentagem de inibicio do DPPH (conforme equacao

apresentada na pagina 136) e as porcentagen de inibicdo obtidas para cada fracédo

foram plotadas em grafico de concentracdo versus % de inibicdo, calculando-se o

coeficiente de regresséo linear e equagdo da reta correspondente pelo método dos

minimos quadrados. O calculo do ICs foi efetuado levando-se em consideragdo o

intervalo de concentracdo que apresentou linearidade (tomando-se como referéncia a
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faixa ascendente da reta). Este procedimento foi semelhante ao apresentado por

Tsimogiannis & Oreopoulou (2005).

5.4. Avaliacao da toxicidade aguda da planta Vernonia tweedieana Baker

Nao foram verificados Obitos e tdo pouco outros sinais de toxicidade e efeitos
adversos para 0 extrato hidro-etanodlico bruto e suas fracfes diclorometéanica, acetato
de etila e butandlica de V. tweedieana Baker no teste de toxicidade aguda oral em
camundongos. As doses testadas foram até 5.000 mg/kg, que € o maximo da dose a
ser testada na toxicidade aguda para extratos de plantas (OECD/OCDE, 2001). Com
iss0, DLsp ndo pdde ser determinada.



6. DISCUSSAO
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A historia das civiliza¢gdes mostra que o homem, como 0s demais seres Vivos,
soube explorar e assim adaptar-se em seu habitat conseguindo, ao decorrer de sua
evolugao, melhores relagées com o meio ambiente e com isso melhores condigbes de
sobrevivéncia. Nesta “evolucdo adaptativa” acumulou-se um conhecimento tradicional
(popular) que ainda hoje continua sendo importante, tanto para as populagcdées menos
assistidas, como para o setor farmacéutico. Parece curioso nos tempos atuais, quando
a pesquisa cientifica solidifica-se com os frequientes ineditismos obtidos através de
mecanismos totalmente informatizados, que haja uma constante busca e valorizagéo
pela retomada do conhecimento popular, e principalmente no uso desse conhecimento
popular.

Segundo Elisabetsky (1999) este conhecimento popular a respeito do uso da
flora medicinal pode contribuir com o desenvolvimento cientifico. Esta relacdo relato
popular x ciéncias é denominada etnofarmacologia. O método etnofarmacoldgico
permite a formulacdo de hipGteses quanto a(s) atividade(s) farmacoldgica(s) e a(s)
substancias ativas responsaveis pelas acdes terapéuticas relatadas pelas populacdes.
A selecdo de espécies vegetais para pesquisa e desenvolvimento baseia-se na
alegacdo de um dado efeito terapéutico em humanos e pode se constituir em um
valioso atalho para a descoberta de farmacos, ja que seu uso tradicional pode ser

encarado como uma pré-triagem quanto a utilidade terapéutica em humanos.

A vasta gama de informacdes sobre o uso de plantas como ‘remédios’ em todos os lugares do
mundo leva a necessidade de se desenvolver métodos que facilitem a enorme tarefa de avaliar
cientificamente o valor terapéutico de espécies vegetais. Como a maior parte da flora é ainda
desconhecida do ponto de vista quimico, bem como o saber tradicional associado a flora util,
predominantemente em paises em desenvolvimento, a perda da biodiversidade e o acelerado
processo de mudanca cultural acrescentam um senso de urgéncia em garantir o registro desse
saber, inclusive para uso cientifico (Elisabetsky, 1999).

Uma das principais aplicagfes destes estudos se encontra no ambito das
ciéncias farmacéuticas, responsaveis pela producdo de novos medicamentos. Embora
a importancia dos medicamentos de origem vegetal seja freqlientemente subestimada,
numerosas substancias deste tipo fazem parte do arsenal terapéutico da medicina do
século XX. Rutina, papaina, morfina e codeina sdo exemplos de principios ativos
amplamente utilizados na atualidade e que sdo de origem vegetal (Matos, 1998).
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Salienta-se que apesar dessa importancia da fitoterapia na vida do homem e da
grande variedade de plantas utllizadas, apenas 15% destas foram estudadas e/ou
tiveram suas propriedades quimicas e farmacoldgicas verificadas cientificamente
(Ferreira, 1998). Com isso, um amplo campo de pesquisa se abre na area de produtos
naturais. Neste impeto, estudou-se a espécie Vernonia tweedieana Baker (Asteraceae),
popularmente conhecida como assa-peixe. E uma planta caracteristica da regi&o sul do
Brasil, Paraguai e Argentina onde é utilizada popularmente para o tratamento de
doencas respiratérias, constituindo-se de uma alternativa eficaz em gripes, bronquites e
tosses.

A auséncia de estudos quimicos sobre a espécie em questao, aliados ao fato da
importancia do registro quimico de espécies endémicas dos biomas brasileiros,
principalmente as que sao utilizadas para fins terapéuticos, motivaram o presente
trabalho que descreve o estudo fitoquimico de Vernonia tweedieana Baker.

Féz-se um macerado com folhas secas utilizando-se como liquido extrator etanol
em agua (65%, v/v). O extrato foi concentrado e particionado com solventes organicos
de polaridade crescente: diclorometano, acetato de etila e n-butanol.

A analise cromatografica (CCD) destes extratos com revelador anisaldeido
sulfarico e aquecimento mostrou que a fragdo diclorometanica deteve compostos com
caracteristicas apolares, possivelmente agliconas esteroidais e triterpénicas (manchas
com coloragdo roxa) que ja foram identificadas no género Vernonia (Jisaka et al., 1993;
Perdue et al., 1993). Da fracdo acetato de etila destacaram-se as manchas laranjas e
amarelas, possivelmente de flavondides. Ja a fracdo n-butandlica apresentou manchas
azuladas com propriedades polares (retencdo na silica) indicando se tratar de
saponinas.

A investigacdo fitoquimica de V. tweedieana resultou na caracterizacao, atraves
de dados espectroscopicos como espectrometria de massa (MS), infravermelho (IV) *H-
RMN e *C-RMN de sete compostos. Da fracéo diclorometanica os triterpenos lupeol, e
a mistura de a-amirina e b-amirina; os esterdides espinasterol e a mistura de b-
sitosterol e estigmasterol. E da fracdo acetato de etila, o flavondide eriodictiol.

O grande numero de substancias triterpénicas de ocorréncia vegetal ja € bem
conhecido. Uma ampla diversidade quanto ao esqueleto e funcionalizagao,
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predominantemente oxigenada, leva a mais de mil estruturas. Dentro dessa variedade
existem alguns que ocorrem com maior freqléncia. Estes apresentam apenas um grupo
funcional no C-3 e séo pentaciclicos ou tetraciclicos que contém no maximo uma e duas
ligagbes duplas, respectivamente. Exemplos caracteristicos sdo o lupeol, a a-amirina, a
b-amirina, a friedelina e o lanostadieno (Olea & Roque, 1990).

Quando vérios triterpenos do tipo mencionado estdo presentes em um mesmo
extrato vegetal, o fracionamento deste por técnicas cromatograficas convencionais
dificilmente leva ao isolamento de substancias puras. O que se obtém normalmente é
uma mistura de triterpenos de dificil resolugéo. Estas situagdes podem ser enfrentadas
de maneiras variadas dependendo do objetivo do estudo: se o interesse € isolar as
substancias, utilizando técnicas cromatograficas especiais (CLAE e CG de alta
resolucdo, que envolvem custos, padrbes e tempo), ou, se 0 objetivo € meramente
identifica-las, recorrendo a outros procedimentos, geralmente métodos fisicos de
analise para identificar triterpenos em mistura (Olea & Roque, 1990; Maia et al., 2000)

Um levantamento e uma anélise de dados de **C-RMN de triterpenos registrados
na literatura mostram que os deslocamentos dos carbonos sp?, quando presentes, sdo
altamente caracteristicos de cada esqueleto, pelo menos no caso de triterpenos
oxigenados no C-3. Foi observado que em nenhum dos casos analisados, uma
variagdo do grupo funcional em C-3 provoca mudangas nos deslocamentos dos
carbonos olefinicos. Isto permite que substancias possam ser identificadas por dados
de *C-RMN, mesmo em misturas (Olea & Roque, 1990; Bhattacharyya et al., 1986;
Galotta et al., 2005).

Pelos dados de *C-RMN totalmente desacoplado pode-se ter as seguintes
informagfes: a) funcdo organica presente no triterpeno (alcool, acetato, éteres,
cetonas,...), b) numero aproximado de triterpenos na mistura (nUmero de sinais
registrados, que é sempre menor que o de carbonos totais) e ¢) abundéancia relativa dos
triterpenos (intensidade relativa dos sinais) (Olea & Roque, 1990).

Os dados do espectro de *C-RMN caracterizam as séries urseno (139,18 e
124,44 ppm) e oleaneno (121,75 e 145,18 ppm) (Aragéo et al., 1990; Mendes et al.,
1999; Maia et al., 2000; Carvalho et al., 1998; Garai & Mahato, 1997; Baykal et al.,

1998; Berrondo et al., 2003; Olea & Roque, 1990). Sao nucleos triterpénicos isoméricos
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possuintes de uma dupla ligacdo entre C-12 e C13, diferindo somente na posi¢cdo de
uma metila (C-30) em C-19 ou C-20, respectivamente. Os valores de deslocamento
confirmam a presenca de um esqueleto do tipo ursa-12-eno, pois em geral, o carbono
12 é desblindado (cerca de 2 ppm), enquanto o carbono 13 € blindado (cerca de 5 ppm)
nas series ursan-12-eno em relagao as séries olean-12-eno. A diferenca entre os dois
valores é determinada pela presenca do grupamento 19-a-CHj; (equatorial), que nas
séries ursan-12-eno estd bem préximo a dupla ligacdo (efeito ge ¢g para C-13 e C-12,
respectivamente), afetando estericamente os valores de deslocamentos destes
carbonos (Athayde, 1993).

A localizacdo desta metila (C-30) influencia também o deslocamento de C-18.
Quando a posicao € no C-19 (a-amirina) C-18 apresenta um efeito b a mais (+9,4 ppm)
e um efeito g a menos (-2,5 ppm) em relacdo a localizagdo da metila em C-20 (b-
amirina). Isto resulta em uma diferenca de cerca de 12 ppm nos deslocamentos
observados para C-18 que foram de 59,10 ppm para a-amirina e 47,26 ppm para b-
amirina (ver elucidagao estrutural de V2).

O espectro de *H-RMN desta mistura também fornece dados que caracterizam a
mistura de a e b-amirinas, principalmente os tripletes em dy 5,19 e 5,14 ppm. Pelo fato
de um dos carbonos envolvidos na dupla ligacdo ser quaternario (C-13) e portanto ndo
possuir hidrogénios, conclui-se que o0s sinais verificados sao pertencentes ao
hidrogénio de C-12. Este hidrogénio acopla com os dois hidrogénios H-11, resultado em
um triplete para a-amirina e um para b-amirina. Certifica-se quando se compara com
dados da literatura onde estes d sédo caracteristicos dos hidrogénios H-12 em urseno
(a-amirina) e oleaneno (b-amirina), respectivamente (Carvalho et al., 1998; Souza et al.,
2001; Miyase et al., 1996; Aragao et al.,, 1990; Baykal et al., 1998; Susunaga et al.,
2001). Esta diferenca € explicada pela presenca do grupamento 19-a-CHj; (equatorial),
gue exerce efeito sobre H-12 nas séries ursan-12-eno, afetando estericamente o valor
de deslocamento deste hidrogénio. Como em olean-12-eno esta metila encontra-se no
C-20, H-12 nao sofre este efeito.

Diversos trabalhos tém documentado a dificuldade do isolamento dos isdbmeros
triterpénicos a-amirina e b-amirina, tais como Kasuyoshi et al., 1957; Susunaga et al.,
2001; Carvalho et al., 1998; Souza et al., 2001; Maia et al., 2000; Aragéo et al., 1990;
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Berrondo et al., 2003; Mendes et al., 1999. Da mesma forma, a separacédo de misturas
de glicosideos com a mesma cadeia de acgucares e agliconas com esqueletos ursan-12-
eno e olean-12-eno constitui uma dificuldade ainda néo superada (Souza et al., 1984,
Miana et al., 1987; Srivastava et al., 1989). Outro exemplo de insucesso no isolamento
destes isdbmeros € a mistura de cinamato de a e b-amirina (Carvalho et al., 1998), assim
como da mistura de a e b-amirenona (Carvalho et al., 1998; Olea & Roque, 1990).
Ainda, a mistura dos isbmeros 3,16-diidroxi de a e b-amirina (breina e maniladiol,
respectivamente) ndo pode ser separada (Maia et al., 2000). Entretanto, a elucidacéo
estrutural de misturas é possivel, principalmente pelos dados de RMN *C (Olea &
Roque, 1990; Bhattacharyya et al., 1986).

Da mesma forma que a mistura de a e b-amirina, muitos trabalhos tratam da
dificuldade na separacéo dos esteroides b-sitosterol e estigmasterol, mas mostram que
€ possivel caracterizad-los mesmo em mistura (Carvalho et al., 1998; Brum et al., 1998;
Chaves et al., 2004; Conegero et al., 2003; Carvalho et al., 2001; Paula et al., 1996).
Kojima e colaboradores (1990) encontraram dificuldades no isolamento e
caracterizaram uma mistura de quatro esterdides através de dados de RMN.

No presente trabalho, dentre os sinais verificados no espectro de **C-RMN para
V4, quatro bem desblindados na regido de carbonos sp? (121,683; 129,315; 138,283 e
140,771 ppm) sugerem duas duplas ligacdes. Segundo dados da literatura, sinais
nestes deslocamentos (121,68 e 140,77 ppm) sdo caracteristicos de esteréides com
uma dupla ligacdo entre C-5 e C-6 (Ahmad et al., 1992; Chaurasia et al., 1987; De-
Eknamkul & Potduang, 2003; Goulart et al., 1993) e em 129,31 e 138,28 ppm séo
caracteristicos de uma dupla ligacao entre C-22 e C-23 na cadeia lateral de esteroides
(De-Eknamkul & Potduang., 2003; Goulart et al., 1993). Estes sinais s&o, portanto,
muito importantes na elucidacéo estrutural de esterdides. Com a revisao literaria acerca
de compostos possuintes destas caracteristicas, constatou-se que é comum ocorrer 0
isolamento da mistura de B-sitosterol (24a-etil-colestan-5-eno-33-o0l) e estigmasterol
(24a-etil-colestan-5,22-dieno-3B-ol) (Carvalho et al., 1998; De-Eknamkul & Potduang,
2003; Goulart et al., 1993, Conegero et al., 2003; Chaves et al., 2004; Brum et al., 1998;
Carvalho et al., 2001; Paula et al., 1996). Estes compostos possuem uma mesma

insaturacdo (D°) portanto os sinais nos espectros de "*C-RMN irdo coincidir e assim os
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sinais para C-5 e C-6 estardo mais intensos quando comparados com 0s outros dois
sinais referentes a insaturacdo em D? (que esta presente somente em estigmasterol)
(De-Eknamkul & Potduang, 2003). Os compostos B-sitosterol e estigmasterol possuem
as porgdes ciclicas idénticas, diferindo somente na cadeia lateral. Por este motivo,
apesar da existéncia de uma ligacdo dupla a mais no estigmasterol (cadeia lateral) os
compostos apresentam propriedades muito semelhantes a ponto de terem
comportamentos cromatograficos idénticos mesmo em silicas impregnadas com
AgNO3, seja em CCD ou em cromatografia em coluna.

Portanto, a dificuldade de separacdo destas misturas muitas vezes néao justifica
0s gastos de tempo e material na obtencao de substancias puras, quando o objetivo for
apenas registrar a composi¢cdo quimica da mistura (Maia et al., 2000). Isto justifica e
fornece subsidios para a identificacdo das misturas a e b-amirina, e B-sitosterol e
estigmasterol em Vernonia tweedieana Baker no presente estudo.

Outro composto identificado foi o triterpeno lupeol, que foi caracterizado
principalmente por dados espectrais de *H-RMN e *C-RMN. O espectro de **C-RMN
mostrou dois sinais bem desblindados que sdo caracteristicos de uma dupla ligagdo de
compostos com esqueletos derivados do lupeol (d 109,31 e 150,9 ppm), que
apresentam um grupamento isopropenil com deslocamentos quimicos especificos de
19,31, 109,31 e 150,9, para os carbonos C-30, C-20 e C-29, respectivamente (Aguiar et
al., 2005; Mebe et al., 1998; Chaturvedula et al., 2004; Bhattacharyya et al., 1986).

No espectro de *H-RMN os sinais que caracterizaram lupeol foram os singletes
em d 4,56 e 4,68 ppm, que representam os dois hidrogénios geminais olefinicos (H-29a
e H-29b). Aparecem em campo baixo pois estdo ligados ao carbono que faz dupla
ligagcédo e assim sofrem forte efeito de desblindagem. Estes hidrogénios acoplam entre
si formando dois singletes de integral um (Souza et al., 2001). Estes sinais somados ao
dy do sinal de metila em 1,67 ppm, sdo caracteristicos de hirogénios pertencentes a um
grupamento isopropenil, sugerindo que o composto se trata de um triterpeno
pentaciclico do tipo lupeno (Jiang et al., 1995; Aguiar et al., 2005; Carvalho et al., 1998).

O esterdide espinasterol/condrilasterol, também isolado, foi caracterizado
principalmente por dados espectrais de *H-RMN e *C-RMN. Dos sinais verificados no
13C-RMN, quatro bem desblindados na regido de carbonos sp® (117,46; 129,48; 138,15
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e 140,78 ppm) sugerem duas duplas ligacdes e sdo caracteristicos de compostos com
esqueletos esteroidais ramificados, especificamente do tipo espinasterol, quando as
insaturacdes estao localizadas entre C-7 e C-8 (117,46 e 138,15 ppm) e entre C-22 e
C-23 (129,48 e 140,78 ppm) (Itoh et al., 1981; Gomes & Alegrio, 1998; Souza et al.,
2001).

Os sinais de hidrogénios olefinicos que apareceram em dy 5,03 (1H, dd, J=8,8 e
15,2 Hz, H-22 ou 23), d 5,164 (1H, dd, J=8,80 e 15,2 Hz, H-22 ou 23) também séao
similares aos do espinasterol/condrilasterol (Itoh et al., 1981). Estes sinais aparecem
em campo baixo pois os hidrogénios estéo ligados a carbono que faz dupla ligacéo e
assim sofrem forte efeito de desblindagem.

O conjunto de dados espectroscéopicos de V3 é compativel com os dados
estruturais dos esterodides espinasterol e condrilasterol. Estes isdmeros estereoquimicos
apresentam as insaturagdes nos mesmos locais, diferindo somente na configuracéo do
grupamento etil em C-24, que em espinasterol aparece em a e em condrilasterol em b.
Por este motivo geralmente estas substancia sdo confundidas.

Apesar dos relatos quanto as diferencas dos deslocamentos de carbonos e
hidrogénios entre espinasterol e condrilasterol (Itoh et al.,1981; Garg & Nes 1984), nao
foi possivel caracteriza-los. Assim, a elucidacdo de V3, em particular a configuracdo de
C-24, ndo pode ser estabelecida com as técnicas empregadas. Os valores observados
em V3 foram intermediarios aos valores de dy espinasterol e condrilasterol relatados na
literatura e por isso nao se pode afirmar qual dos compostos foi isolado.

Pelo fato destes esterbides serem compostos por 29 atomos de carbonos
(espinasterol, b-sitosterol e estigmasterol) e ainda por possuirem duas duplas ligacdes,
exceto b-sitosterol que possui uma, sao isébmeros e assim justifica-se a razdo por
aparecerem em misturas de dificil separacdo: pela semelhanca de polaridade. Caso
semelhante é verificado nos triterpenos (30 atomos de carbonos) lupeol, a e b-amirinas.

O flavonoide isolado da fragédo acetato de etila foi caracterizado por alguns sinais
caracteristicos nos espectros de *H-RMN e *C-RMN. O espectro de hidrogénio indica
gue o composto € uma flavanona pelo duplo dubleto do hidrogénio da posicdo C2 em
5,25 ppm e pelos duplos dubletos dos hidrogénios da posi¢cdo C3 em torno de 3,0 ppm
e 2,7 ppm. O espectro de carbono 13 também confirma o caréater flavanona, pois o C-3
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aparece em 44 ppm como sinal correspondente a um grupo metileno, como pode ser
visualizado no DEPT 135 ©. Os hidrogénios ligados aos carbonos 6 e 8 aparecem como
dois singletos em d 5,86 ppm e 5,88 ppm, indicando ligacdo de um hidrogénio a cada
carbono (Liu, et al., 1992).

O espectro de *C-RMN de V5, comparado com dados da literatura, sugere
hidroxilas no anel A em C5 (165,41 ppm) e em C7 (167,97 ppm). Também, mostra que
os carbonos 6 e 8 ndo estéo ligados a oxigénios, deslocando-se em 96,36 ppm.

O padrao de substituicdo do anel B € definido no espectro de hidrogénio pela
presenca de singleto em 6,909 ppm caracteristico de um hidrogénio em C2’, assim
como um singleto com dois hidrogénios em 6,77 ppm caracteristico de H5'e H6 (Liu et
al., 1992). O espectro de *C-RMN quando comparado com dados da literatura
comprova que ha duas hidroxilas neste anel B, uma no C3’ em 146,49 ppm e outra em
C4’ em 146,86 ppm. Este mesmo espectro mostra que o carbono C1’ aparece em 131,8
ppm; o C2’ em 114,709 ppm; C5' em 116,27 ppm e C6’ em 119,24, todos ligados a um
hidrogénio cada, exceto C1’ que € quaternario.

Dessa forma, as técnicas espectroscopicas foram ferramentas bastante Uteis
para a elucidacéo estrutural dos compostos isolados nessa dissertacdo, permitindo a
identificacdo de 7 compostos em Vernonia tweedieana.

O homem primitivo, ao procurar plantas para o seu sustento, foi descobrindo
plantas com acgéo toxica ou medicinal, dando inicio a uma sistematizacao empirica dos
seres vivos, de acordo com o uso que podia fazer deles. No entanto, a grande
diversidade de formas vegetais tornou necessaria uma sistematizacdo com base em
critérios de mais facil utilizacdo, agrupando aquelas formas com maior semelhanca
externa e interna (Poser & Mentz,1999).

Em todo o globo estima-se em cerca de 300.000 o niUmero de espécies de
plantas. Estas sao classificadas de acordo com diversos dados morfo-
anatémicos (folhas, caule, carpelos, gineceu, pétalas, células,...) e outros, como
por exemplo presenca de metabdlitos secundarios.

A ocorréncia de metabdlitos secundérios restrita a determinados grupos de
plantas, abriu um amplo campo de estudos — a quimiotaxonomia. A presenca de certos
metabdlitos secundarios indica claramente que as espécies que 0s sintetizam possuem
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uma rota biossintética especifica e um gene ou conjunto de genes especificos
controlando essa rota, estando os produtos presentes em baixa ou alta concentracao.
Com isso, a presenca de certos compostos em determinados grupos de plantas € de
grande importancia nos estudos sobre evolugdo. A existéncia de um padrdo comum no
metabolismo secundario pode prover evidéncias mais corretas de parentesco do que
similaridades morfoldgicas, que podem tanto ser devidas a ancestrais comuns quanto a
evolugéo convergente (Poser & Mentz, 1999).

Atualmente, os produtos do metabolismo secundario considerados mais
apropriados aos estudos quimiotaxonémicos séo alcaldides, aminoacidos néo protéicos,
poliacetilenos, iridéides e compostos fendlicos, especialmente flavondides e taninos
hidrolisaveis. Todos estes compostos sdo de ocorréncia restrita sendo amplamante
utilizado como marcadores quimiotaxondémicos (Poser & Mentz, 1999).

Nesta légica, o isolamento de triterpenos, esterdides e de uma flavanona de
Vernonia tweedieana Baker torna-se bastante relevante tendo em vista ser o primeiro
estudo quimico e biolégico dessa espécie da familia Astereceae, conhecida como um
grupo de plantas de ocorréncia marcante no Brasil.

Apesar de as substancias isoladas, descritas neste trabalho, serem todas ja
conhecidas, € preciso levar em conta que a espécie, apesar de utilizada na medicina
popular, até entdo ndo havia sido estudada. Essas sdo novas informacgdes, pois este €
o primeiro relato da presenca das substancias na espécie.

A tabela 19 mostra a ocorréncia no género Vernonia dos compostos isolados
para a planta Vernonia tweedieana Baker neste trabalho. A presenca destes
constituintes, principalmente o eriodictiol (ndo muito freqiiente como os demais), pode
ser importante em aspectos quimiossistematicos e bioquimicos para o reconhecimento

da espécie, género e/ou da familia Asteraceae.
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Tabela 19: Distribuicdo dos compostos isolados de V. Tweedieana Baker no

COMPOSTO

a-amirina

b-amirina

Lupeol

Estigmasterol

b-sitosterol

Eriodictiol

<< <<K<K<K<K<K<<K< <<K<K<K<K<K<K<K<LK<K <K<K<K<K<KLK<LKLKLKLK<LKKLKLK <KLKLKLK<K <<

género Vernonia.

ESPECIE

. galamensis var. ethiopica
. galamensis var. petitiana
. galamensis ssp. gibbosa

. galamensis var. ethiopica
. galamensis var. petitiana
. galamensis ssp. gibbosa
. brasliana (L) Druce

. cinerea Less.

. galamensis var. ethiopica
. galamensis var. petitiana
. galamensis ssp. gibbosa
. brasliana (L) Druce

. cinerea Less.

. cinarescens

. natalensis

. stipulaceae

. lanuginose

. chinensis Less.

. fagifolia

alvinii

. galamensis var. ethiopica
. galamensis ssp. gibbosa

diffusa

. lilacina

. cinerea Less.
. natalensis

. stipulaceae

. polyanthes

. fagifolia

. galamensis var. ethiopica

. galamensis ssp. gibbosa

. galamensis ssp. afromontana
. diffusa

. arcansana

. cinerea Less.

. chinensis Less.

. hindei S. Moore
. syringifolia
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Nos dados da tabela 19 percebe-se que ainda ndo havia sido registrada a

ocorréncia do esterdide espinasterol no género Vernonia, embora outros estudos

verificaram a presenca de outros esterodides derivados do estigmastano possuintes de
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insaturacdo em C-7 (caracteristico do espinasterol). Segundo Sanogo e colaboradores
(1998) e Tchinda e colaboradores (2003), o género Vernonia é conhecido por conter
glicosideos do tipo estigmastano possuidores de D"*™ ou D*'* em n(icleos esteroidais
de 29 carbonos. Ainda, Jisaka e colaboradores (1993) relata que estes esteroides
geralmente possuem o C-16 oxigenado.

Por se tratar de compostos amplamente distribuidos no reino vegetal, muitos
trabalhos tem documentado o isolamento dos triterpenos e esteroides de uma mesma
planta. Galotta & Boaventura (2005) identificaram no agai (Euterpe precatoria Mart.,
Arecaceae) os triterpenos a e b-amirina (mistura) e lupeol, assim como os esterdéides b-
sitosterol e stigmasterol (mistura). Como pode ser visto na tabela 19, em espécies do
género Vernonia também ja foram relatados isolamentos destes constituintes quimicos.

Pelo fato dos compostos caracterizados neste trabalho ja serem conhecidos, ja
foram estudados quanto as atividades biol6gicas. Galotta & Boaventura (2005) testaram
a atividade citotoxica com Artemia salina de alguns compostos isolados da planta
Euterpe precatédria. Os resultados, mostrados em DLso, foram: b-sitosterol (inativo), a-
amirina (200 ng/mL), b-amirina (23 ng/mL) e lupeol (300 ng/mL).

Mors e colaboradores (2000) testaram varias substancias naturais de diferentes
classes, com historico de neutralizar efeitos dos venenos de cobra. O teste realizado foi
do efeito antiletal sobre o veneno da Bothrops jararaca. Os autores observaram que
substancias amplamente difundidas no reino vegetal como o b-sitosterol e
estigmasterol, dentre outras, apresentaram 70% de protecdo contra o efeito letal deste
veneno. A abundancia destes esterdides em Vernonia tweedieana poderia estimular
estudos neste sentido. O triterpeno lupeol apresentou 20% de protecao. A atividade dos
triterpenos a e b-amirina, assim como a do esterdide epilupeol ndo foram estudadas
mas constatou-se a presenca destes constituintes quimicos em diversas plantas
relatadas por terem atividade neutralizante de veneno de cobras. Segundo este mesmo
autor, b-sitosterol e seu analogo estigmasterol ja demonstraram atividade anti-
inflamatéria, redutora de colesterol plasmatico e no controle de tumores prostaticos.
Dentre as importancias fisiologicas dos esterdides estd a capacidade de formar
complexos necessarios para 0 organismo, como nos acidos biliares e seus sais. Ainda,

estes esteroides tém a capacidade de converter gorduras em acidos graxos sollveis em
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agua ou emulsificar estes compostos facilitando sua absorcdo intestinal e suas
hidrélises, como para vitaminas lipossollveis (Hartmann, 1998).

Liu e colaboradores (1992), avaliaram a atividade quimio-preventiva de
compostos flavonoidicos. Constatou-se que dentre 0s compostos que apresentaram
atividade, o eriodictiol teve acdo contra o0 agente carcinogénico B{a}P em
concentracoes a partir de 5 ng/mL.

Chaturvedula e colaboradores (2004), verifiraram a habilidade de compostos
naturais em inibir a atividade da enzima DNA polimerase b, que estd envolvida na
formacédo de tumores. Constatou-se que o triterpeno lupeol apresentou excelente
inibicdo (ICso = 6,4 MM), enquanto que o esterdide estigmasterol teve ICso em 26,8 M.

Akihisa e colaboradores (2005) testaram a atividade antitubercular de alguns
triterpenos contra Mycobacterium tuberculosis. Determinou-se o MIC (Concentracéo
Inibitéria Minima) para a b-amirina (64 ng/mL) a-amirina (32 ng/mL), lupeol (64 nmg/mL)
e epilupeol (4 ng/mL) que diferencia-se do lupeol somente na configuragcéo da hidroxila
em C-3, dentre outros, enquanto que a droga referéncia (rifampicina) teve MIC 0,25
ng/mL. Nao foram verificadas relagGes entre a estrutura dos triterpenos (oleananos,
ursanos, lupanos,...) com atividade antitubercular. No entanto, ficou claro que a
conversdao de estereoquimica da hidroxila em C-3 de b para a aumenta
significativamente a atividade de compostos, principalmente lupanicos.

Alves e colaboradores (1997) verificaram forte atividade antiplasmddica para
lupeol, 45% de inibicdo na concentracdo de 25 ng/mL in vitro. No entanto, no teste in
vivo (ratos) esta substancia ndo foi ativa. Na mesma concentracdo b-amirina
apresentou somente 1% de inibi¢ao.

Estas atividades ja atribuidas aos compostos podem servir de parametro para
atribuir/idealizar possiveis acdes biolégicas destas substancias e/ou de extratos da
planta Vernonia tweedieana Baker, pelo fato de serem majoritarias na planta (dado
verificado por CCD).

E sabido que o processo de envelhecimento e do surgimento de diversas
doencas séo decorrentes da acédo de agentes oxidantes no organismo. Estes oxidantes
sdo, geralmente, anions superéxidos, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila. As

reacoes dos radicais resultam em danos celulares e teciduais que contribuem no
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surgimento de patologias. Os radicais livres agem nos componentes celulares oxidando
lipideos, lisossomas e membranas mitocondriais. Ainda, proteinas sdo danificadas por
substituicdo de aminoacidos no pareamento resultando em proteinas e enzimas inativas
gue modificam o DNA e moléculas vitais (Cho et al., 2003). Como muitas destas
enzimas sao responsaveis pelo equilibrio dos constituintes endo e exocelular, ocorre
um desequilibrio eletrolitico resultando em danos celulares por diferentes mecanismos
gue procedem vérias doengas como inflamacgées, reumatismo, doencas gastrintestinais,
isquemia, cardiovasculares, desordens no sistema nervoso e processos
neurodegenerativos (Ursini et al.,, 1994; Choi et al.,, 2002). Com isso, captadores
radicalares surgem como uma promissora alternativa terapéutica para varias doengas
(Cho et al., 2003).

Essas espécies reativas sdo produzidas em reacfes quimicas no metabolismo
de nosso organismo mas nossos mecanismos de defesa (enzima/proteinas) muitas
vezes ndo conseguem elimina-los totalmente. Sendo assim, torna-se importante a
busca por compostos quimicos que possam ser ingeridos e que sejam capazes de
inibir estes processos de oxidagdo in vivo sem apresentar risco a saude humana.

E atualmente bem documentado o papel desempenhado por polifendis e
flavondides como protetores contra diversas doengas degenerativas (Tsuda et al., 1994;
Rice-Evans et al., 1996, Zielinska et al., 2003) Os efeitos benéficos da ingestdo de
antioxidantes sdo evidenciados por varios estudos e dados epidemiolégicos sugerem
uma associacao entre dietas ricas em vegetais, frutas, vinho tinto e o decréscimo de
doencas degenerativas (Filip et al., 2000, Bixbi et al., 2005).

Pela ampla variedade de substancias oriundas de fontes vegetais, ha muito
tempo os humanos vém buscando os beneficios das plantas e de composto obtidos a
partir delas. A atividade antioxidante de metabdlitos secundéarios de plantas tem sido
bastante investigada.

O primeiro passo estratégico para identificar uma droga candidata para o
tratamento de patologias decorrentes da oxidagdo exercida pelos radicais livres €
realizar uma avaliagdo quantitativa da capacidade antioxidante da amostra.

Um método simples e rapido de avaliar plantas promissoras quanto ao potencial

antioxidante in vitro consiste no método fotocolorimétrico do DPPH, um radical livre
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relativamente estavel que produz coloragéo violeta em etanol. Neste método os extratos
ou compostos a serem testados sédo colocados em contato com o DPPH em uma
solucdo etandlica, e a redugdo na concentracdo de DPPH é monitorada pelo
decréscimo de sua absorbancia em um comprimento de onda fixo durante a reacdo
(518 nm). Na sua forma radicalar o DPPH absorve no comprimento de onda de 518 nm,
mas havendo sua redugcdo por um agente antioxidante ou outra espécie radicalar a
absorcao desaparece.

Neste trabalho foram testados o extrato bruto hidro-etandlico das folhas da planta
Vernonia tweedieana e suas fragdes diclorometanica, acetato de etila e butandlica. O
acido ascorbico foi utilizado como padréo, ja que possui atividade antioxidante
comprovada, podendo ser utilizado como parametro para a comparagao das atividades
testadas. Todas as amostras apresentaram capacidade de captura de radicais DPPH,
ou seja, de doar hidrogénios para neutralizar o poder reativo do radical decorrente da
presenca de um elétron desemparelhado.

Entretanto, os resultados obtidos no experimento do DPPH evidenciaram fracdes

com maior atividade antioxidante, como pode ser visualizado na Tabela 20.

Tabela 20: Atividade antioxidante do acido ascoérbico e das fragfes testadas.

Concentragao % Inibicao
mg/mL Acido ascérbico Bruto CH.Cl, AcOEt n-BuOH
7,8 43,3 16,15 17,85 32,3 35,38
15,6 83,66 25,5 26,67 42,82 54,44
31,25 97,81 43,67 52,81 63,01 64,08
62,5 98,26 72,58 78,62 90,32 85,75
125 98,3 90,32 87,35 88,73 94,26

As fracBes acetato de etila e butandlica, comparativamente, apresentaram as
maiores atividades, alcangando 90,32% e 85,75% de inibicio do DPPH na
concentracao de 62,5 ng/mL, respectivamente. As atividades foram dose-dependentes,
0 que permitiu o calculo de ICs, (concentracdo necesséria para inibir 50 % da atividade
do DPPH) para cada uma das fragcoes analisadas. Este procedimento foi semelhante ao

apresentado por Tsimogiannis & Oreopoulou (2005). O acido ascoérbico apresentou
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97,81% de inibicdo na concentragéo de 31,25 ng/mL, mantendo a mesma atividade nas
concentracdes superiores. Por este motivo, o calculo de seu ICsy foi realizado
utilizando-se uma curva de trés pontos (apenas as concentragées onde houve resposta
linear). A Figura 72 apresenta os valores de ICsy para as amostras testadas. As
respectivas equacoes da reta e coeficientes de correlagbes sao apresentados na tabela
21.

Tabela 21: Equacdes dareta e coeficientes de correlagdes verificados para as

amostras no teste do DPPH.

Amostras Equacéo Coeficiente de correlagéo (R?)
Ac. ascorbico Y =2,1224x + 36,239 R*=0,8021
Bruto y =1,0255x + 9,434 R*= 0,996
Diclorometano  y=1,12x + 11,177 R*=0,974
Acetato de etila  y=1,05x + 26,353 R? = 0,9884
n-butanol y = 0,8365x + 35,408 R?=0,9326
07 39,55
357 34,66
30+
g 25 |
g 20 22,52
S 15 17,44
10
5 6,48
0- ;
Ac. Ascorbico n-BUOH ACOEt CH2cCI2 Bruto

Figura 72: ICso das amostras no teste de atividade antioxidante (DPPH),

determinadas a partir da equacao dareta.
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Analisando os valores de ICsy obtidos através da equacao da reta (Figura 72), é
possivel afirmar que das amostras testadas as fracdes butandlica e a acetato de etila
apresentaram as melhores atividades antioxidantes. Estas duas fragdes tiveram
comportamentos muito semelhantes, tanto que os ICsy foram préximos (17,44 e 22,52
ng/mL, respectivamente) e na concentragdo de 62,5 ng/mL ja alcancaram cerca de
90% de inibicdo do DPPH. A fracdo butandlica apresentou uma atividade inicial mais
forte/rapida decaindo com o decorrer do tempo, enquanto que a acetato de etila
manteve uma resposta mais linear, equivalendo-se a atividade da butandlica na
concentracao 31,25 ng/mL e superando-a na concentracédo de 62,5 ng/mL, como pode
ser visualisado no grafico apresentado na figura 71 (pagina 137). Este comportamento
pode ser entendido pela composicdo das amostras. Existem compostos que reagem
rapidamente com o DPPH e outros que possuem um mecanismo de reacdo mais lento
(Tsimogiannis & Oreopoulou, 2004). N&do ha duvidas de que na fragdo acetato de etila
concentram-se mais flavonoides. No entanto, deve-se levar em conta que na fracdo
butandlica existem muitos compostos com propriedades polares, como € o caso dos
compostos fendlicos (dectados por CCD, dados ndo mostrados), que também possuem
comprovada atividade antioxidante. Com isso, pode-se dizer que compostos dessa
natureza foram os responsaveis por esta atividade na fracdo butandlica, enquanto que
na acetato de etila predominaram compostos flavonoidicos e que, provavelmente por
este motivo, os mecanismos de reagdes sejam diferentes.

Salienta-se ainda que a fragdo acetato de etila atingiu um méaximo de atividade
antioxidante na concentracdo de 62,5 ng/mL e que a partir desta concentracdo sua
atividade decaiu. Este fato provavelmente seja decorrente da alta concentragcéo de
compostos flavonoidicos, que nestas condicdes poderiam exercer atividade proé-
oxidante (Rietjens et al., 2002).

Varios trabalhos tém mostrado a maior poténcia de extratos e fracées butandlica
e acetato de etila em testes de atividade antioxidante. Tseng e colaboradores (1997),
fazendo uso do mesmo ensaio (DPPH) frente a extratos das flores de Hibiscus
sabdariffa testaram extratos de diversas polaridades e foi constatado que a fracdo
acetato de etila apresentava maior porcentagem no indice de inibigé&o.
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Em um screening quanto a atividade antioxidante de plantas brasileiras, Mensor
e colaboradores (2001) verificaram pelo método do DPPH que, para as diferentes
plantas, a fragcdo que exibiu melhor atividade foi a acetato de etila.

Na fracdo acetato de etila normalmente sé@o extraidos compostos flavonoidicos.
Os flavonoides, uma ampla classe de produtos de ocorréncia natural, sdo presentes em
praticamente todas as plantas. Sao compostos que apresentam forte atividade
antioxidante, e por este efeito estd sendo visto como benéfico para a saulde,
principalmente visando controlar 0 stress oxidativo que acarreta inUmeras situacoes
pato-fisiologicas. Ao longo dos anos, muitos experimentos demonstraram as
propriedades bioldgicas e farmacologicas dos flavondides, principalmente suas
atividades antiinflamatérias, antioxidantes e anti-tumor, que sao associadas a
capacidade de capturar radicais livres (Cho et al., 2003). Para muitos componentes
dessa classe ja foram descritas atividades antioxidantes. Ainda, apresentaram forte
atividade antiinflamatoria, antialérgica e antiviral, dentre outras (Ursini et al., 1994).
Verificou-se que o efeito antioxidante apresentado por compostos era devido a
presenca de grupamentos hidroxilas na estrutura (Kulisic et al., 2004).

Como pode ser visualizado na figura 73, os radicais livres reagem com 0s
polifendis formando radicais estaveis (Cho et al., 2003). Como os flavondides
geralmente s&o hidroxilados, formam um grupo bastante interessante na busca por
Nnovos compostos que apresentem esta atividade antioxidante. Outros componentes
fitoquimicos como aminoacidos, vitaminas e pigmentos podem  contribuir

sinergicamente fortalecendo a atividade antioxidante (Choi et al., 2002).

OH 0o° . o)
(o]
oH R RH oH R RH I o
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Figura 73: Estabilizacdo dos radicais livres pelos compostos fendlicos.

Em nosso trabalho, as andlises cromatograficas (CCD) das fracdes

diclorometanica, acetato de etila e n-butandlica de Vernonia tweedieana Baker
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mostraram que a fracdo butandlica possui, dentre outros componentes, muitos
compostos fendlicos, e que a acetato de etila possui compostos flavonoidicos e
derivados fendlicos. Inclusive, isolou-se da fracdo acetato de etila a flavanona
eriodictiol, que em trabalhos anteriores demonstrou ser um potente agente antioxidante
(Tsimogiannis & Oreopoulou, 2004). Por este motivo, o fato destas duas fracbes mais
polares apresentarem capacidade de reacdo com o DPPH superior as demais amostras
testadas nao surpreendeu.

Heilmann et al., (1995) reportou que compostos flavonoidicos possuintes de
substituintes 3’,4’-dihidroxilas mostraram excelente atividade inibitéria contra o radical
DPPH. Ainda, Rice-Evans et al., (1997) e Zielinska et al., (2003) verificaram que a
guercetina (flavonoide) é conhecida por ser um potente antioxidante e esta atividade &
favorecida pela presenca de grupos hidroxilas nas posicdes 3, 5, 7, 3’, 4, que s&o
crucias para esta atividade. Cho e colaboradores (2003) comprovaram que alteracdes
desses grupos por glicosilagdo provocam um decréscimo da atividade antioxidante, e
isto seria devido a reducdo do numero de hidroxilas e ao impedimento estérico que o
acucar proporciona, dificultando a ligacao do captador ao radical livre.

O flavondide isolado (eriodictiol) possui quatro hidroxilas (5,7,3',4") e nenhuma
glicosilagdo, sendo assim um composto que preenche os quisitos de um bom
antioxidante. Por se tratar do constituinte majoritario da fracdo acetato de etila
(verificado por CCD), possivelmente a forte atividade antioxidante verificada para esta
fracdo seja devido a sua presenca.

Estes resultados sdo bons indicativos de que a planta Vernonia tweedieana
Baker possui constituintes quimicos detentores de forte capacidade de capturar radicais
livres e formar radicais estaveis. Portanto, pressupde-se que esta planta possui
compostos promissores na busca por farmacos antioxidantes e para doencas
decorrentes de stress oxidativo como as degenerativas e inflamagdes. Ainda, pode ser
importante para a industria alimenticia. No entanto, o teste do DPPH n&o permite uma
precisa definicdo dos efeitos antioxidantes por se tratar de uma metodologia in vitro
(muitas moléculas sé@o ativas na reagdo com o DPPH, mas inativas em testes mais
especificos, como inibicdo enzimatica) e ndo avaliar a formacdo de produtos da

reducdo relativamente estaveis (Ursini et al., 1994). Tendo em vista que a atividade
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antioxidante de extrativos de plantas ndo pode ser avaliada somente por um método
(Choi et al., 2002), estes resultados devem encorajar para posteriores estudos in vivo,
que irdo determinar se esta planta medicinal pode ser aplicada industrialmente,
principalmente em formulacdes farmacéuticas e cosméticas.

Ha muito tempo as plantas vém sendo utilizadas na medicina tradicional para o
tratamento de varias enfermidades. No entanto, somente agora se procurou ter o
conhecimento cientifico das propriedades farmacoldgicas/terapéuticas e da possivel
toxicidade que os constituintes quimicos destas plantas possam apresentar (Rebecca
et al., 2002).

A planta Vernonia tweedieana Baker € utilizada na medicina tradicional do Brasil
para o tratamento de doencas respiratérias como gripes, bronquites e tosses. No
entanto, nenhum estudo que avalie suas propriedades terapéuticas e/ou toxicas até
entéo foi realizado.

Neste trabalho, na avaliacdo da toxicidade aguda da planta ndo foram verificados
oObitos e/ou outros sinais de toxicidade e efeitos adversos nas doses testadas, até 5.000
mg/kg. Com isso, DLsy ndo pbde ser determinada. Embora estudos de toxicidade em
experimentos animais ndo possam ser totalmente extrapolados para humanos, os
resultados, mesmo necessitando de mais estudos, mostram que a planta em questéo
nao é toxica e isto € um indicio de que o seu eventual uso como um fito-medicamento
seja seguro.

Além desses resultados positivos quanto a atividade tdoxica, com base nos
demais resultados obtidos no presente trabalho, pode-se afirmar que Vernonia
tweedieana Baker € uma planta promissora do ponto de vista farmaco-bioldgico pelo
fato das inUmeras atividades anteriormente j4 verificadas aos compostos isolados.
Também, as atividades antioxidantes dos extratos, principalmente o acetato de etila e
butandlico, sdo bons indicativos de que a planta possui constituintes quimicos
detentores de forte capacidade de capturar radicais livres, que sao vistos, hoje, como
um fator de causa de inumeras doencgas decorrentes de stress oxidativo, como as
degenerativas e inflamagdes.

Sendo este o primeiro estudo realizado com a espécie, muito ainda se tem a

explorar sobre Vernonia tweedieana Baker, seja relacionado a sua constituicdo quimica
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ou mesmo quanto as atividades biolégicas. Ainda, sabendo da ocorréncia de outras
espécies deste género na mesma regido, como é o caso de Vernonia cognata, estudos
comparativos abordando composicdo quimica (triterpenos, flavondides e saponinas)
poderdo, juntamente com dados botanicos, definir mais claramente a importancia

destas substancias na avaliacdo quimiotaxondémica.



7. CONCLUSOES
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- Da fracdo diclorometanica do extrato hidro-alcodlico das folhas da planta Vernonia
tweedieana caracterizou-se seis compostos, trés triterpenos e trés esteroides;

- O composto codificado como V1 foi identificado como sendo o triterpeno 3b-hidroxi-

lup-20(29)-eno (lupeol);

- O composto codificado como V2 mostrou se tratar da mistura dos triterpenos a-

amirina (3b-hidroxi-urs-12-eno) e b-amirina (3b-hidroxi-olean-12-eno);

- O composto codificado como V3 foi identificado como sendo o esterdide espinasterol
(24-etilcolestan-7,22-dieno-3b-ol);

- O composto codificado como V4 mostrou se tratar da mistura dos esteréoides
estigmasterol (24-etilcolestan-5,22-dieno-3b-ol) e b-sitosterol (24-etilcolestan-5-eno-3b-
ol);

- Da fracdo acetato de etila do extrato hidro-alcodlico das folhas da planta Vernonia

tweedieana Baker foi isolado o flavondide eriodictiol (5,7,3’,4'-tetrahidroxi-flavanona);

- No teste de toxicidade aguda de extratos da planta ndo foram verificados 6bitos e/ou
outros sinais de toxicidade e efeitos adversos nas doses testadas, até 5.000 mg/kg.
Este é um dado é importante pois mostra que a planta em questdo nao € toéxica e isto é

um indicio de que o seu eventual uso como um fito-medicamento seja seguro.

- As notaveis atividades antioxidantes dos extratos, principalmente das fracdes
butandlica e acetato de etila, sdo bons indicativos de que a planta possui constituintes
guimicos detentores de forte capacidade de capturar radicais livres, como o flavonéide

isolado (eriodictiol).
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