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RESUMO: Fracionamento cromatografico da fracdo em diclorometano obtida do extrato
etandlico das folhas de Vernonia tweediana Baker (Asteraceae) conduziu ao isolamento de
a-amirina, B-amirina, lupeol, B-sitosterol, estigmasterol e espinasterol. As estruturas foram
identificadas através de técnicas espectroscOpicas usuais, além da comparagdo com dados
relatados na literatura. Os compostos isolados sdo relatados pela primeira vez para a espécie V.
tweediana.

Unitermos: Vernonia tweediana, Asteraceae, triterpenos, esteroides.

ABSTRACT: “Phytoconstituents isolated from dichloromethane fraction of Vernonia
tweediana Baker leaves”. Fractionation of the dichloromethane -soluble fraction from the
ethanol extract of the leaves of Vernonia tweediana (Asteraceae) led to the isolation of a-amyrin,
B-amyrin, lupeol, B-sitosterol, stigmasterol and spinasterol. The structures of the isolates were
elucidated by spectroscopic analysis and comparison with literature data. The isolated compounds

are reported for the first time to the species V. tweediana.
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INTRODUCAO

O género Vernonia (Asteraceae) abrange uma
grande diversidade de espécies, com representantes no
mundo inteiro. As espécies deste género sdo utilizadas
em varias partes do mundo para o tratamento de diversas
enfermidades, salientando-se o uso para o tratamento
da maldria, em doengas respiratorias e disturbios
gastrintestinais. Os principais constituintes relatados
para o género sdo lactonas sesquiterpénicas, flavonoides,
triterpenos, esterdides, ligndides e carotendides, além
de alcaldides e taninos (Awe et al., 1998; Carvalho et
al., 1999; Barbosa-Filho et al., 2008).

No Brasil, varias espécies de Vernonia sao
utilizadas empiricamente pela populagdo, destacando-
se o macerado de folhas de V. condensata Baker, usado
como analgésico, anti-ulcerogénico e para a prevengao
de disturbios no estomago e figado (Frutuoso etal., 1994)
e os extratos alcoolicos de V. scorpioides (Lam.) Pers.,
utilizados no tratamento dos mais variados ferimentos
cutaneos (Dalazen et al., 2005).

A espécie Vernonia tweediana Baker, conhecida
como “assa-peixe”, ¢ um arbusto e representa uma das
principais plantas invasoras de pastagens artificiais
implantadas ao longo da costa atlantica (Cabrera & Klein,
1980). Caracteristica da regido sul do Brasil, Paraguai
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e Argentina, a planta é popularmente utilizada para o
tratamento de doencas respiratorias, constituindo-se de
uma alternativa de tratamento em gripes, bronquites
e tosses. A auséncia de estudos sobre a espécie e a
importancia do registro quimico de espécies endémicas
dos biomas brasileiros, principalmente as que sdo
utilizadas para fins terapéuticos, motivaram o presente
trabalho, que descreve os primeiros resultados obtidos
no estudo fitoquimico da fragdo em diclorometano das
folhas de V. tweediana.

MATERIAL E METODOS
Instrumentacéo e procedimentos gerais

Os espectros de absor¢do na regido do
infravermelho (IV) foram registrados em espectrometro
Nicolet Magna 550, utilizando-se pastilhas de KBr. Os
espectros de Ressonancia Magnética Nuclear, RMN de
'H (400 MHz) ¢ de '3C (100 MHz), foram realizados
em espectrometro Brucker DPX, utilizando-se CDCI,
como solvente ¢ TMS como padrdo de referéncia
interna.As analises de Cromatografia Gasosa acoplada
ao Espectrometro de Massas (CG-EM) foram realizadas
em cromatografo Hewlett-Packard 6890 Series Plus +,
equipado com injetor automatico split-splitless modelo
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HP 6890 Series GC Auto Sampler Controller e detector
seletivo de massas modelo HP 5973 MSD, utilizando-se
coluna capilar cromatografica de silica fundida HP-5 MS
(30 m x 0,32 mm didmetro interno e espessura do filme
0,25 uM) com 5% fenil e 95% de metilsiloxano.O gas
de arraste foi hélio (fluxo de 2 mL/min). Temperatura
do injetor de 250 °C com programagdo de taxa de
aquecimento de 12 °C/min até 280 °C. Energia de
ionizagdo 70 eV. Para as cromatografias em coluna,
utilizou-se gel de silica 60 da Merck, com tamanho de
particula 0,063-0,200 mm (70-230 mesh-ASTM). Para
cromatografia de camada delgada (CCD) utilizou-se
cromatofolhas de gel de silica GF,,, (Merck) e gel de
silica impregnado com solugdo de nitrato de prata a 10%
(Stahl, 1969). Para a detecgdo das substancias, utilizou-
se anisaldeido-sulfurico seguido de aquecimento.

Material vegetal

Folhas de V. tweediana foram coletadas em
abril de 2004 em [jui-RS e identificadas pelo Dr. Geraldo
Ceni Coelho do Departamento de Biologia e Quimica
(DeBQ/UNIJUI). A exsicata foi depositada no Herbario
do Departamento de Biologia da UFSM, catalogada sob
o niimero SMDB 9536.

Extracao e isolamento dos constituintes

As folhas foram secas a temperatura ambiente
¢ moidas, resultando em uma massa de 1,9 Kg de
material vegetal, que foi submetido a maceragdo em
EtOH 65% em agua (v/v), na propor¢do de 15 g/100
mL de solvente, durante sete dias, com agitagdo diaria.
O extrato obtido foi filtrado e o EtOH removido sob
pressdo reduzida em evaporador rotatério. O extrato
aquoso remanescente foi fracionado com solventes de
polaridade crescente (CH,Cl,, AcOEt e n-BuOH e 3 x
200 mL para cada solvente). A fragdo em CH,CI, (10,0
g) foi submetida a cromatografia em coluna “flash”
sobre gel de silica 60 (225 g) usando-se inicialmente
como fase movel apenas CH,CI, (1 L) e posteriormente
as misturas de CH,CL:EtOH 9:1 v/v (1L) e 8,5:1,5 v/v
(1L). Foram coletadas 30 fragdes de +100 mL, que, apos
monitoramento por cromatografia em camada delgada
(CCD), foram agrupadas com base na semelhanca
de perfil cromatografico. O agrupamento de fragdes
conduziu a obteng¢do de duas principais sub-fragoes,
codificadas como I (2,082 g) e II (131 mg). Parte da
sub- fracdo I (600 mg) foi cromatografada em coluna
de gel de silica 60 (58 g) e eluida com CH,Cl :éter de
petrodleo (9:1, v/v), obtendo-se outra sub-fracdo (230
mg) que foi novamente submetida a cromatografia em
coluna de SiO,-AgNO, (22 g), originando o composto
1 (43,6 mg) e a mistura 2 + 3 (50 mg).A sub-fragdo II
(131 mg) foi submetida a cromatografia em gel de silica
60 (40 g), tendo como eluente CH,Cl,:éter de petréleo
(7:3, v/v). Apdés monitoramento por cromatografia

em camada delgada, as fragdoes foram agrupadas com
base na semelhanga de perfil cromatografico. Fragoes
reunidas (61 mg) foram novamente cromatografadas
em coluna de SiO,-AgNO, (12 g). As fragdes obtidas
foram analisadas por CCD (SiO,/AgNO,) verificando-
se a separacdo da substancia 4 (7mg) ¢ a da mistura
composta por 5+ 6 (27 mg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sucessivos fracionamentos cromatograficos
da fragdo em CH,CI, obtida a partir do extrato hidro-
etanolico (65%) conduziram ao isolamento de trés
triterpenos ¢ trés fitoesterdides (Figura 1), cujas
estruturas foram identificadas com base na analise de
dados de IV, EM ¢ RMN, bem como pela comparagédo
com dados descritos na literatura (Ogunkoya, 1981;
Chaturvedula et al., 2004; Olea & Roque 1990; De-
Eknankul & Potduang, 2003; Forgo & Kovér, 2004;
Villasefior et al.,1996; Cortez et al., 2006).

O espectro de RMN de "*C de 1, indicou a
presenca de trinta atomos de carbono. Desses sinais,
dois referentes a carbono sp?, sdo caracteristicos de
ligagdo dupla em compostos com esqueleto lupeno (5.
109,3 e 150,9 ppm), que conjuntamente com o grupo
metil em & 19,3, sdo indicativos de grupo isopropenil
(C-29, C-20 e C-30, respectivamente). No espectro
de RMN de 'H, dois dubletos em &, 4,56 e 4,68
correspondem aos dois hidrogénios geminais olefinicos
(H-29a e H-29b). Estes sinais, somados ao 3, do sinal
de metila em 1,67 ppm, corroboram com a indicagdo
da presenga de isopropenil, comprovando assim que 1
trata-se de um triterpeno pentaciclico do tipo lupeno
(Chaturvedula et al., 2004; Aguiar et al., 2005). Na
analise por CG da substancia 1 foi possivel observar
um unico pico com tempo de retengdo de 26,08 min. O
EM (IE) mostrou pico em m/z 426, que corresponde ao
pico do ion molecular de 1. Outros picos oriundos da
fragmentagdo do tipo Retro-Diels-Alder do anel C, s@o
tipicos de triterpenos pentaciclicos, principalmente os
de maior intensidade como os m/z 218; 207; 203 ¢ 189.
Destes, os mais intensos foram m/z 189 e¢ 207, que sdo
caracteristicos de fragmentacdes de compostos do tipo
lupeno (Ogunkoya, 1981), permitindo a identificagdo do
composto 1 como lupeol.

A elucidagdo da mistura 2 + 3 (o ¢ B-amirina,
respectivamente), foi efetuada com base nos
assinalamentos de RMN de *C e RMN de 'H descritos
na literatura (Ogunkoya, 1981; Olea & Roque 1990;
Baykal et al.,1998; Bandeira et al., 2007). O espectro
de RMN de C, indicou a presenca de 56 atomos de
carbonos, sugerindo uma mistura binaria de triterpenos.
Observaram-se sinais que caracterizam as séries urseno
(139,2 ¢ 124,4 ppm) e oleaneno (121,7 e 145,2 ppm). No
cromatograma obtido por CG-EM foi possivel observar
dois picos em tempos de retencdo de 25,28 (B-amirina)
e 26,07 (o-amirina) min.,, sendo as proporg¢des
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Figura 1. Compostos isolados de V. tweediana.

entre eles 1:1 (verificadas pelas areas dos picos). Os
espectros de massas foram muito semelhantes, diferindo
apenas na intensidade de alguns picos, principalmente o
pico em m/z 203 (m/z 218-CH,, mais intenso B-amirina).
Ambos mostraram picos em m/z 426, correspondentes
aos ions moleculares dos dois isomeros. Picos oriundos
da fragmentacdo do tipo Retro-Diels-Alder do anel
C, tipicos de olean-12-enos e ursan-12-enos, foram
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observados em m/z 218; 203 e 189 (Ogunkoya, 1981;
Morita et al., 2000).

O espectro de RMN de "*C de 5 + 6 indicou
a presenga de 43 atomos de carbonos, sugerindo uma
mistura binaria. Quatro sinais na regido de carbonos sp>
(121,7,129,3,138,3 ¢ 140,8 ppm) indicam duas ligagdes
duplas. Os sinais em ¢ 121,7 e 140,8 s3o caracteristicos
de esterdides com uma ligagdo dupla entre C-5 ¢ C-6
(Forgo & Kovér, 2004;De-Eknankul & Potduang, 2003;
Tomaz et al., 2008) ¢ os sinais em dc 129,3 e 138,3 sédo
caracteristicos de uma ligagdo dupla entre C-22 ¢ C-23
(Forgo; Kovér, 2004). O B-sitosterol (24a-etil-colestan-
5-eno-3B-ol) e o estigmasterol (24a-etil-colestan-
5,22-dieno-3B-o0l) possuem uma mesma insaturagdo
(A%), portanto, os sinais nos espectros de RMN de
BC irdo coincidir e assim C-5 e C-6 estardo mais
intensos quando comparados com os outros dois sinais
referentes a insaturagdo em A%, presente somente em
estigmasterol (De-Eknankul & Potduang, 2003; Ayres
et al., 2008). No espectro de RMN de 'H destacam-se
o singlete largo em 8, 5,36 (H-6), comum em ambos os
compostos € os duplo-dubletes em 5,5,02 (J =8 ¢ 16
Hz, H-23) e 5,16 (J =8 e 15 Hz, H-22), que caracterizam
os demais hidrogénios olefinicos do estigmasterol (De-
Eknankul & Potduang, 2003; Forgo & Kovér, 2004). O
cromatograma resultante do CG-EM mostrou os dois
picos referentes ao estigmasterol (TR = 23,83 min.) e
ao B-sitosterol (TR = 24,70 min.). As concentragdes
percentuais, com base nas areas dos picos, foram de
91:9 estigmasterol (6)/B-sitosterol (5).

O espectro de RMN de *C de 4 registrou a presenga
de 29 atomos de carbono. Desses sinais, quatro
caracteristicos de carbonos sp* (5. 117,5, 129,5, 138,1
e 140,8 ppm) sugerem a presenca de duas ligacdes
duplas. Estes sinais s@o caracteristicos de compostos
com esqueletos esteroidais ramificados, quando uma
das insaturagdes esta localizada entre C-7 e C-8 (3
117,5 e 138,1) e a outra entre C-22 e C-23 (5, 129,5 ¢
140,8) (Villasefior et al.,1996; Gomes & Alegrio, 1998).
O EM mostrou pico em m/z 412, indicando a formula
molecular CjH, O. O pico base a m/z 271 caracteriza
a presenga de ligagdo dupla na posi¢do 7 em moléculas
esteroidais (Villasefior et al.,1996).0 espectro de IV
apresenta um sinal em 970 cm’!, indicativo da posigéo
trans em HC=CH (C22 e C23) (Villasefior et al.,1996).
O singleto largo em §,, 5,09 foi atribuido ao hidrogénio
olefinico H-7 e os sinais em &, 4,96 (1H, dd, ] =8 ¢ 15
Hz, H-22 ou H-23) e 8, 5,12 (1H, dd, ] = 8 e 15 Hz,
H-22 ou H-23) aos dois hidrogénios olefinicos restantes.
A comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN de
13C e RMN de 'H da substancia 4, com os registrados na
literatura (Garg & Nes, 1984a,b; Villasefior et al., 1996;
Gomes & Alegrio, 1998; Paulo et al., 2005) permitiu
propor a estrutura do espinasterol.

Todos os compostos isolados foram descritos
previamente para o género (Bohlmann & Zdero, 1982;
Misra et al., 1984). Estas informag¢des sobre a espécie
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Vernonia tweediana Baker, conhecida como pertencente
a um grupo de plantas de ocorréncia marcante na
América do Sul, apresentam os primeiros resultados
do estudo fitoquimico da fragdo em diclorometano das
folhas da planta. No entanto, o potencial quimico merece
ser ampliado e a eficacia biologica avaliada.
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