
 187

 
Figura II.101. Espectro de IV da substância 15 (Canferol) 

 
 
 
 

 
Figura II.102. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, DMSO-d6) da substância 15 (Canferol) 
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Figura II.103. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, DMSO-d6) da substância 15 (Canferol) 
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Figura II.104. Espectro de IV da substância 15a (3,7,4’-trimetil-canferol)  

 
 
 
 
 

 
Figura II.105. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) da substância 15a (3,7,4’-trimetil-
canferol) 
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Figura II.106. Espectro de RMN NOE (200 MHz, CDCl3) da substância 15a (3,7,4’-trimetil-
canferol) 

 

 
Figura II.107. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) da substância 15a (3,7,4’-trimetil-
canferol) 
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Figura II.108. Espectro de IV da substância 15b (3,5,7,4’-tetrametil-canferol) 

 
 
 
 

 
Figura II.109. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) da substância 15b (3,5,7,4’-
tetrametil-canferol) 
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Figura II.110. Espectro de RMN NOE (200 MHz, CDCl3) da substância 15b (3,5,7,4’-
tetrametil-canferol) 
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Figura II.111. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) da substância 15b (3,5,7,4’-
tetrametil-canferol) 

 
Figura II.112. Espectro de RMN COLOC (13C - 50 MHz, 1H - 200 MHz, CDCl3) da 
substância 15b (3,5,7,4’-tetrametil-canferol)  
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Figura II.113. Espectro de IV da substância 15c (3,7,4’-trimetil-5-acetoxiflavonol) 

 
 
 
 

 
Figura II.114. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) da substância 15c (3,7,4’-trimetil-
5-acetoxiflavonol) 
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Figura II.115. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) da substância 15c (3,7,4’-
trimetil-5-acetoxiflavonol) 

 

 
Figura II.116. Espectro de RMN HMQC (1H - 500 MHz, 13C - 125 MHz, CDCl3) da 
substância 15c (3,7,4’-trimetil-5-acetoxiflavonol)  
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II.3.6  Determinação estrutural da mistura das substâncias 16 com os isômeros 17 e 18 
 
 A substância 16 foi identificada em mistura com os isômeros 17 e 18. Os espectros de 
RMM 1H (Figura II.117, pág. 197) e 1H-1H-COSY (Figura II.118, pág. 197) mostram sinais 
de hidrogênios aromáticos para 16 em δH 7,76 (1H, d, 8,5 Hz) acoplando com um dubleto em 
δH 6,80 (1H, d, 8,5 Hz), para 17 em δH 7,50 (1H, d, 9,0 Hz) acoplando com um dubleto em δH 
6,78 (1H, d, 10,5 Hz) e para 18 em δH 7,60 (1H, d, 9,0 Hz) acoplando com um dubleto em δH 
6,71 (1H, d, 10,5 Hz). Os sinais em δH 6,58 (1H, d, 13,8 Hz) acoplando com δH 5,71 (1H, d, 
13,8 Hz) foram atribuídos a dupla ligação em cis (Z) de 17 e o sinal em δH 7,45 (1H, d, 15,0 
Hz) acoplando com δH 6,29 (1H, d, 16,0 Hz) para dupla ligação em trans (E) de 18.  
 Os espectros de RMN 13C (Figura II.119, pág. 198), DEPT (Figura II.120, pág. 198) e 
HMQC (Figura II.121, pág. 199) asseguram que a substância 16 é o ácido benzóico e a 
substância 17 e 18 são os isômeros cis (Z) e trans (E) respectivamente do p-ácido cumárico. A 
tabela II.12 (pág. 196) mostra os dados obtidos nos espectros de RMN 1H e 13C comparados 
com a literatura (RASMUSSEN et al., 1996).  
 
 
 
 
 
Tabela II.12. Dados da mistura das substâncias 16 (ácido benzóico), 17 (cis-p-ácido 
cumárico) e 18 (trans-p-ácido cumárico) em RMN 1H (500 MHz) em Metanol-d4 e 13C (125 
MHz) em DMSO-d6, comparados com a literatura (RASMUSSEN et al., 1996)  
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 16 17 18 (RASMUSSEN et al., 1996)
C δC δH δC δH δC δH δC δH 
1 122,06 - 125,32 - 125,32 - 126,7 - 
2,6 131,41 7,76 (d, 8,5) 129,91 7,50 (d, 9,0) 131,41 7,60 (d, 9,0) 132,0 7,57 (dm) 
3,5 115,0 6,80 (d, 8,5) 115,00 6,78 (d, 10,5) 115,00 6,71 (d, 8,0) 115,0 6,83 (dm) 
4 161,41 - 159,53 - 159,53 - 157,3 - 
7 167,56 - 144,00 6,58 (d, 14,0) 144,00 7,45(d, 16,0) 143,7 6,86 (d,12,6) 
8 - - 115,00 5,71 (d, 14,0) 115,72 6,29 (d, 16,0) 116,4 5,81 (d, 12,6) 
9 - - 167,56 - 167,56 - 167,56 - 
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 Figura II.117. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, Metanol-d4) mistura das substâncias 16 
(ácido benzóico), 17 (cis-p-ácido cumárico) e 18 (trans-p-ácido cumárico) 
 

 
Figura II.118. Espectro de RMN COSY (500 MHz, DMSO-d6) mistura das substâncias 16 
(ácido benzóico), 17 (cis-p-ácido cumárico) e 18 (trans-p-ácido cumárico)  
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Figura II.119. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6/D2O) mistura das substâncias 
16 (ácido benzóico), 17 (cis-p-ácido cumárico) e 18 (trans-p-ácido cumárico) 
 

 
Figura II.120. Espectro de RMN de 13C DEPT (θ=135°, 125 MHz, DMSO-d6) mistura das 
substâncias 16 (ácido benzóico), 17 (cis-p-ácido cumárico) e 18 (trans-p-ácido cumárico) 
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Figura II.121. Espectro de RMN HMQC (1H - 500 MHz, 13C - 125 MHz, DMSO-d6) mistura 
das substâncias 16 (ácido benzóico), 17 (cis-p-ácido cumárico) e 18 (trans-p-ácido cumárico)  
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II.3.7  Determinação estrutural da substância 19  
 
 O espectro de RMN 1H de 19 (Figura II.122, pág. 202) apresenta sinais característicos 
de absorção para isoflavona, tendo sinais para átomos de hidrogênio atribuídos ao sistema 
AA’BB’ do anel B em δH 7,53 (2H-2’/6’, J=8,5 Hz) e δH 7,02 (2H-3’/5’, J=8,5 Hz) e sistema 
AB do anel A em δH 6,45 e δH 6,70 referente a H-6 e H-8. Esses sistemas foram confirmados 
pelo mapa de contorno do espectro 1H-1H-COSY (Figura II.123, pág. 202) através da 
interação desses sinais. O singleto em δH 8,45 foi atribuído à H-2 e em δH 12,95 ao HO-5. 
 O deslocamento químico dos carbonos CH-3’ e CH-5’ observados nos espectros de 
RMN 13C (Figura II.124, pág. 203) e DEPT (Figura II.125, pág. 203) permitiu localizar a 
metoxila em C-4’. Os sinais de absorção de açúcar representado pelos sinais de hidrogênio 
(δH 3,00 a δH 4,50) que estão ligados a carbono carbinólico na região de δC 61,00 a δC 77,00. 
A unidade de carboidrato poderia ser localizada no C-7. Entretanto, a semelhança dos 
deslocamentos químicos dos carbonos de 19 com os da biochanina isolada de espécies de 
Andira (SILVA et al., 2000) e a presença dos sinais de um grupo etoxila δCH2 63,75 e δCH3 
15,1 sugeriu propor a mistura do etil-glicosídeo com a isoflavona sustentando o carboidrato 
em C-7. Os espectros de HMQC (Figura II.126, pág. 204) e HMBC (Figura II.127, pág. 204) 
permitiram confirmar essa proposta para 19 como sendo a Biochanina A em mistura com 
unidades carboidratos e contendo predominantemente a unidade Etil-1β-O-glicopiranosil. A 
Tabela II.13, pág. 201, apresenta esses valores de deslocamento. 
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Tabela II.13. Dados da substância 19 (mistura de flavonóides glicosilados e derivado etílico 
da glicose) em RMN 1H (500 MHz) e 13C (125 MHz) em DMSO-d6, comparados com a 
literatura (SILVA et al., 2000) 
 

  R= unidades carboidráticas.
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 HMQC HMBC SILVA et al., 2000
 δC δH 2JCH 3JCH δC δH 

Aglicona       
C       
3 122,00 -  H-2’/H-6’ 122,80 - 
4 181,00 -  H-2 180,49 - 
5 162,0 -   163,00 - 
7 162,85 -   161,70 - 
9 157,00 -  H-2 157,32 - 
10 109,88 -   106,24 - 
1’ 122,50 -  H-2; H-3’/H-5’ 122,31 - 
4’ 159,21 - H-3’/H-5’ H-2’/H-6’, MeO-4’ 159,30 - 

CH       
2 154,90 8,45 (s)   154,93 8,43 (s) 
6 99,74 6,45 (sl)   99,86 6,47 (d, 2,2) 
8 94,00 6,70 (sl)   94,69 6,72 (d, 2,2)

2’/6’ 130,10 7,53 (d, 8,5)   130,25 7,00 (d, 8,8)
3’/5’ 113,73 7,02 (d, 8,5)   113,84 7,52 (d, 8,8)

MeO-4’ 55,15 3,80 (s)   55,25 3,78 (s) 
OH-5 - 12,95 (sl)    12,90 (s) 

Açúcar       
1’’ 102,57 4,11 (d, 7,5)   99,75 4,05 (d, 7,3)
2’’ 73,38 2,94   73,10  
3’’ 76,73 3,15   76,36  
4’’ 70,05 3,02   69,85  
5’’ 76,78 3,05   75,59  
6’’ 67,07 a)3,65; b)3,42   67,76  
1’’’ 63,75 a)3,82; b)3,50     
2’’’ 15,11 1,03 (t)     
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Figura II.122. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 19 (mistura de 
flavonóides glicosilados e derivado etílico da glicose) 
 

 
Figura II.123. Espectro de RMN COSY (500 MHz, DMSO-d6) da substância 19 (mistura de 
flavonóides glicosilados e derivado etílico da glicose)  
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Figura II.124. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6) da substância 19 (mistura de 
flavonóides glicosilados e derivado etílico da glicose) 
 

 
Figura II.125. Espectro de RMN de 13C DEPT (θ=135°, 125 MHz, DMSO-d6) da substância 
19 (mistura de flavonóides glicosilados e derivado etílico da glicose) 
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Figura II.126. Espectro de RMN HMQC (1H - 500 MHz, 13C - 125 MHz, DMSO-d6) da 
substância 19 (mistura de flavonóides glicosilados e derivado etílico da glicose)  
 

 
Figura II.127. Espectro de RMN HMBC (1H - 500 MHz, 13C - 125 MHz, DMSO-d6) da 
substância 19 (mistura de flavonóides glicosilados e derivado etílico da glicose)  

  R= unidades carboidráticas.
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II.3.8  Determinação estrutural da substância 20  
 
 O espectro de RMN 1H (Figura II.128, pág. 207) revelaram sinais de grupo hidroxila 
em ponte em δH 12,96 (s) e metoxila em δ3H 3,84 (s), sinais para sistema aromático para 
substituído formando um sistema AA’BB’ em δH 7,53 (H-2’/6’, J=7,5 Hz) e δH 7,01 (H-3’/5’, 
J=7,5 Hz) e sinais para sistema AB em δH 6,74 (H-8, sl) e δH 6,47 (H-6, sl) do anel A. O 
singleto em δH 8,44 foi atribuído a H-2, sugerindo assim a presença de uma isoflavona. O 
espectro 1Hx1H-COSY (Figura II.129, pág. 207) mostra os acoplamentos nesses sistemas. 
Esse espectro mostra sinais de absorções para unidades de acúcares destacando sinais em δH 
5,06 (d, 7,5) e δH 4,83 (s) atribuidos para H-1 de β-glicosil e duas unidades de β-apiosi, 
respectivamente.  
 Os sinais observados nos espectros de RMN 13C (Figura II.130, pág. 208) e DEPT 
(Figura II.131, pág. 208), HMQC (Figura II.132, pág. 209) e HMBC (Figuras II.133, pág. 210 
e II.34, pág. 211) confirmam a estrutura proposta para isoflavona. O deslocamento em δC 

154,92 foi atribuído para CH-2 e δC 122,24 para C-3. O sinal em δCH3 55,20 foi atribuido ao 
carbono da metoxila ligada no C-4’ (δC 159,24); esta correlação é observada no espectro de 
HMBC (Figura II.133, pág. 210). Sinal em δC 180,45 foi atribuido ao carbono da carbonila. 
Esta análise e comparação com dados da literatura (SILVA et al., 2000) confirmaram essa 
proposta. A Tabela II.14 (pág. 206), apresentam esses valores de deslocamentos. 
 Os sinais de CH em δCH 99,76, δCH 109,01 e δCH 109,01 e dois carbonos quaternários 
em δC 77,46 e δC 78,77 além de outros sinais de carbonos de unidades de açúcar ligados a 
mais de um hidrogênio conduziu a comparação desses valores ao sistema glico-apio-apiosídeo 
registrado na lilteratura. O espectro de RMN HMBC (Figura II.133, pág. 210) mostra a 
ligação da aglicona (δC 162,97, C-7) com o CH-1’’ (δC 99,76) da glicose, entre o CH-6’’ (δC 
67,67) da glicose com o CH-1’’’ (δC 109,01) da apiose (Figura II.134A e B, pág. 211) e o CH-
5’’’ (δC 69,34) terminal da apiose com o C-1’’’’ (δC 109,01) da outra apiose (Figura II.134B, 
pág. 211). Esses dados foram comparados com os divulgados por SILVA et al., 2000 (Tabela 
II.14, pág. 206). 
 O espectro de massas de de alta resolução MS/MS (Figura II.135, pág. 212) obtido 
com ionização elétron spray (IES) e detecção de íons positivos mostrou pico para o íon 
molecular em m/z 733,2082 que foi atriuido a um complexo da substância com o Na+ 
(C32H38O18+ Na+). O picos m/z 449,1490 e m/z 317,1338 confirmaram a presença de três 
monossacarídeos sendo uma glicose e duas unidades de apiose. O Esquema II.7 (pág. 213) 
mostra as propostas de fragmentação para justificar os picos detectados no espectro de massas 
de 20. 
 As análises dos espectros de RMN 1H e 13C em comparação com os dados da literatura 
(SILVA et al., 2000) permitiram determinaram a substância 20 como sendo a isoflavona 
Biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glicopiranosídio. 
Este é o primeiro registro de ocorrência deste flavonóide no gênero Solanum. 
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Tabela II.14. Dados da substância 20 [Biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-
apiofuranosil-(1→6)-β-D-glicopiranosídio] em RMN 1H (500 MHz) e 13C (125 MHz) em 
DMSO-d6, comparados com a literatura (SILVA et al., 2000) 
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 HMQC HMBC SILVA et al., 2000 
 δC δH 2JCH 3JCH δC δH 
Aglicona       

C       
3 122,24 - H-2 H-2’/H-6’ 122,80 - 
4 180,45 -  H-2 180,49 - 
5 161,65 -   163,00 - 
7 162,97 -   161,70 - 
9 157,28 -  H-2 157,32 - 

10 106,17 -  H-6 106,24 - 
1’ 122,76 -  H-2; H-3’/H-5’ 122,31 - 
4’ 159,24 - H-3’/H-5’ H-2’/H-6’; MeO-4’ 159,30 - 

CH       
2 154,92 8,44 (s)   154,93 8,43 (s) 
6 99,67 6,47 (sl)   99,86 6,47 (d, 2,2)
8 94,60 6,74 (sl)   94,69 6,72 (d, 2,2)

2’/6’ 130,21 7,53 (d, 7,5)   130,25 7,00 (d, 8,8)
3’/5’ 113,71 7,01 (d, 7,5)   113,84 7,52 (d, 8,8)

MeO-4’ 55,20 3,84 (s)   55,25 3,78 (s) 
HO-5 - 12,96 (s)   - 12,90 (s) 

Açúcar       
1’’ 99,76 5,06 (d, 7,5)   99,75 5,05 (d, 7,3)
2’’ 73,03 3,28   73,10  
3’’ 76,36 3,32   76,36  
4’’ 69,76 3,15  H-6’’b 69,85  
5’’ 75,65 3,80   75,59  
6’’ 67,67 a)3,87; b)3,45  H-1’’’ 67,76  
1’’’ 109,01 4,83 (s)  2H-4’’’; H-6’’b 109,09 4,80 (d, 3,1)
2’’’ 76,25 3,78  H-4’’’b; 2H-5’’’ 75,74  
3’’’ 77,46 - H-4’’’b; 2H-5’’’ H-1’’’ 77,54 - 
4’’’ 73,40 a)3,90; b)3,62  H-1’’’; H-5’’’a 73,49  
5’’’ 69,34 a)3,55; b)3,40  H-4’’’a 69,43  
1’’’’ 109,01 4,83 (s)  2H-4’’’’; H-5’’’ 109,09 4,80 (d, 3,1)
2’’’’ 75,52 3,80  H-4’’’’b 75,74  
3’’’’ 78,77 - 2H-4’’’’  78,86 - 
4’’’’ 73,40 a)3,86; b)3,58  H-5’’’’b 73,49  
5’’’’ 63,09 a)3,40; b)3,30  2H-4’’’’ 63,20  
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Figura II.128. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 20 [Biochanina 
A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glicopiranosídio] 
 

 
Figura II.129. Espectro de RMN COSY-1H-1H (500 MHz, DMSO-d6) da substância 20 
[Biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-
glicopiranosídio] 
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Figura II.130. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6) da substância 20 [Biochanina 
A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glicopiranosídio] 

 

 
Figura II.131. Espectro de RMN de 13C DEPT (θ=135°, 125 MHz, DMSO-d6) da substância 
20 [Biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-
glicopiranosídio] 
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Figura II.132. Espectro de RMN HMQC (1H - 500 MHz, 13C - 125 MHz, DMSO-d6) da 
substância 20 [Biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-
glicopiranosídio] 
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Figura II.133. Espectro de RMN HMBC (1H - 500 MHz, 13C - 125 MHz, DMSO-d6) da 
substância 20 [Biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-
glicopiranosídio] 
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Figura II.134. Espectro de RMN HMBC (1H - 500 MHz, 13C - 125 MHz, DMSO-d6) da 
substância 20 [Biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-
glicopiranosídio]. Regiões ampliadas: A (δ 4,7-5,0x65-83 ppm), B (δ 3,2-4,0x100-112 ppm) e 
C (δ 3,3-4,0x60-80 ppm 
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Figura II.135. Espectro de massas de alta resolução MS/MS da substância 20 [Biochanina A 
7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-glicopiranosídio], obtido com 
ionização elétron spray (IES) e detecção de íons positivos 
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Esquema II.7. Mecanismo de fragmentação proposto para justificar os picos resultantes da 
ionização em íons positivos detectados no espectro de massas MS/MS de alta resolução da 
substância 20 [Biochanina A 7-O-β-D-apiofuranosil-(1→5)-β-D-apiofuranosil-(1→6)-β-D-
glicopiranosídio] 
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CAPÍTULO III 

ACETANILIDA ISOLADA DO EXSUDADO DE Xenohyla truncata 
(IZECKSOHN, 1998) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

Xenohyla truncata 
(IZECKSOHN, 1998) 

Fonte: POYι.org 
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III.1  INTRODUÇÃO 
 
 Há séculos as plantas são consideradas a principal fonte de substâncias ativas para 
obteção de novos produtos farmacêuticos. As atividades detectadas podem ser das substâncias 
puras naturais ou com modificação estrutural para aumentar o seu potencial de ação. Nos 
últimos anos, a procura de novos fármacos de origem natural tem se intensificado e percebe-
se a procura de outras fontes além das plantas. Uma indicação desse interesse em novas 
substâncias naturais com possível significado médico foi provido por uma conferência: 
“Discovering Drugs from Nature: Novel Approaches and New Sources” organizado pela 
International Business Communications (I.B.C.) Technical Service Limited, que aconteceu 
em Londres nos dias 8-9 de dezembro de 1994 (CLARKE, 1997). 
 A descobertas de novas substâncias com estruturas diferentes podera conduzir 
diretamente ou indiretamente para a criação de uma nova geração de fármacos mais ativos dos 
que já estão em uso. Além disso elas podem ser de interesse acadêmico constribuindo para 
estudos em outras áreas de conhecimento como ecologia, bioquímica, agronomia, biofísica, 
etc (CLARKE, 1997). 
 Uma fonte alternativa de novas substâncias encontra-se nas secreções das glândulas de 
pele de anfíbios, vertebrados que possuim uma pele lisa ou áspera, rica em glândulas 
(CLARKE, 1997). Anfíbios são quase cosmopolitas na sua distribuição, sendo achados em 
todos o continentes do mundo com exceção da Antártica (SAVAGE, 1976). São animais que 
possuem a pele permeável, nua, mantida ligeiramente úmida pela respiração cutânea, 
mantendo a temperatura do corpo só alguns graus acima dos ambientes. São capazes de se 
adaptarem a uma variedade extraordinária de hábitats e condições climáticas variando de 
desertos áridos a lagos fundos de água doce, ou de vida subterrânea na floresta tropical. 
Algumas espécies do Ártico e de zona Alpinas sobrevivem a longos períodos de frio 
(CLARKE, 1997). 
 Essa habilidade dos anfíbios de sobreviverem a diferentes hábitats é atribuida a sua 
evolução tendo diferentes morfologias, fisiologias e bioquímicas de acordo com o local de 
adaptação. O que fez com que eles também desenvolvessem um sistema de defesa formidável 
contra vários agentes agressoress, desde microorganismos a predadores (CLARKE, 1997). 

A pele dos anfíbios é caracterizada basicamente pela presença de dois tipos de 
glândulas as mucosas e as granulares (ou veneno), um terceiro tipo, glândulas tubulosacular 
ou alveolar são encontradas em um pequeno grupo de rãs com função especializada e limitada 
(CLARKE, 1997). Essas glândulas encontram-se espalhadas por toda pele dos anfíbios, 
acumuladas em regiões especiais como as glândulas parótide nos sapos que segregam muitas 
substâncias diferentes. As finalidades dessas substâncias são de defesa contra o ataque de 
predadores potenciais ou contra infecções por bactérias e fungos (glândulas granulares), ou 
ainda contra dessecação, deixando a pele úmida, escorregadia e prevenindo danos mecânicos 
para a pele delicada (glândulas mucosas) (CLARKE, 1997; TOLEDO & JARED, 1995). A 
pressão da mordida ou quando o anfíbio é submetidos em condições de estresse fazem com 
que estas glândulas liberam essas secreções (TOLEDO & JARED, 1995). 
 Essas secreções contêm uma variedade de composições químicas de proteínas, 
peptídeos (oligopeptídios menores e polipeptídios), esteróides (bufogeninas e bufotoxinas), 
alcalóides e aminas biogênicas, todas apresentando atividades farmacológicas como 
cardiotóxicos, miotóxicos, neurotóxicos, vasoconstritores, convulsivantes, alucinógenos, 
hipotensivos e agentes colinérgicos (CLARKE, 1997; EDSTROM, 1992; MACIEL et al., 
2003; TOLEDO & JARED, 1995).  
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 Esse número diversificado de combinações químicas produzidas dentro das glândulas 
dos anfíbios é surpreendentemente alto, até mesmo dentro de uma única espécie. É esta 
diversidade bioquímica que faz com que a prospecção química seja satisfatória para encontro 
de novas substâncias, pois normalmente o estudo de substâncias naturais esta, mais 
frequentemete, associado a produtos naturais derivados de plantas e insetos (TOLEDO & 
JARED, 1995).  
 A grande parte destas substâncias secretadas, em torno de 400 são produto do próprio 
metabolismo dos anfibios, porém estudos recentes sugerem que a fonte primária para alguns 
alcalóides secretados podem ser provenientes da sua dieta, como por exemplo, de insetos. Os 
microorganismos presentes na pele também podem fazer um papel adicional importante, 
modificando as combinações segregadas, aumentando a potência antibiótica destas secreções 
(CLARKE, 1997). 
 DALY, et al., (1987) dividiu os tipos moleculares achados em anfíbios em quatro 
categorias principais: aminas biogênicas, bufodienolidas, alcalóides, peptídeos e proteínas.  
 As aminas biogênicas encontradas em anfíbios são derivadas das catecolaminas 
(adrenalina, noradrenalina e dopamina) e indolalquilaminas (bufotenina, bufoviridina 
dehidrobufotenina), Figura III.1, pág. 222. Essas substâncias possuem propriedades 
alucinógenas e hipertensivas, sendo vasoconstritoras e algumas produzem convulsões. Elas 
também podem ser usadas para caracterizar a linhagens evolutivas sendo de importância na 
taxonomia (CLARKE, 1997). 
 Bufogeninas e bufotoxinas são esteróides derivadas do colesterol. A bufogenina mais 
conhecida é a bufotalina (Figura III.1, pág. 222). Bufotoxinas são estéres de suberilargina 
ligados a uma bufogenina, exemplo a bufotoxina (Figura III.1, pág. 222). Essas substâncias 
possuem a propriedade de aumentar a força de contração do coração e diminuir a frequência 
cardíaca. A pele do sapo seca contendo secreções foi usada na medicina oriental no passado a 
mais de 3000 anos sendo introduzida na Europa nos anos de 1600 como cardiotônico, até 
serem substituídos por digitálicos há 200 anos. Muitas bufogeninas e bufotoxinas também 
possuem efeito anestésico (CLARKE, 1997). 
 Alcalóides são achados principalmente em rãs que lançam veneno (Família 
Dendrobatidae) e além de serem encontrados em alguns grupos isolados de rãs e sapos, foram 
também encontrados em salamandras (S. salamandra). Identificaram-se mais de 200 
alcalóides usando cromatografia e espectros de massas de alta-resolução em mais de 41 
espécies de rãs da família Dendrobatidae. Recentes trabalhos indicam que muitos, se não 
todos os alcalóides encontrados nas rãs dessa família são derivados de insetos e milípedes dos 
quais fazem parte da dieta (CLARKE, 1997). 
 A descoberta de novos peptídeos, polipeptídeos e proteínas nas secreções granulares 
dos anfíbios encorajaram o estudo e exploração bioquímica nesses animais. Isso permitiu a 
descoberta de uma nova classe de peptídeos, as magaininas na pele do sapo africano, Xenopus 
laevis por ZASLOFF (1987). Magaininas exibem atividade antimicrobiana de amplo espectro, 
inibindo o crescimento de bactérias (Gram positivas e Gram negativas) e espécies de fungos 
(Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Saccharomyces cerevisiae). Também induziu 
a lise das membranas plasmáticas em várias espécies de protozoário, por exemplo 
Paramecium caudatum, Ameba proteus e Euglena gracilis (CLARKE, 1997). 
 Ao contrário dos alcalóides, aminas e peptídeos não são originados da dieta ou de 
bactérias, a sua biossíntese é regulada pelo código genético (CLARKE, 1997). 
 
III.1.1  Família Hylidae 
 
 São encontrados dois tipos de glândulas granulares no dorso da pele de Hyla arborea 
com dimensões maiores ou menores de acordo com os grânulos que secretam. Reações 
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histoquímicas revelam que estes grânulos são de natureza proteíca (TOLEDO & JARED, 
1995). Na pele de Gastrotheca marsupiata, uma hilida dos Andes, a secreção produzida pelas 
glândulas granulares ocorre no núcleo da camada basal. A forma desses núcleos podem ser do 
tipo esferoidal ou elipsodial de acordo com a pressão exercida pelo conteúdo glandular.  
 As secreções granulares produzidas por Corythomantis greeningi, um hilida do 
nordeste do Brasil são do tipo esferoidais dando reação positiva para o férrico utilizando a 
técnica de ferricianida, mostrando assim a presença de peptídeos ou aminas biogênicas 
envolvidos no processo de defesa (TOLEDO & JARED, 1995). 
 Na pele de Hyla são encontrados vários tipos peptídeos e aminas biogênicas. Sendo 
encontradas as aminas biogênicas histamina e serotonina (Figura III.1, pág. 222). Histamina é 
uma substância hipotensiva e estimulante das secreções biliares estando envolvida com as 
reações de hipersensibilidade e com impulsos cutâneos sensoriais que provocam coceira e dor 
(TOLEDO & JARED, 1995). 
 Foram encontrados peptídeos como a sauvagina (formado pela sequência de 40 
aminoácios) e peptídeos opióides semelhante a caeruleina (Figura III.1, pág. 223). A 
sauvagina é hipotensiva, diurética e exerce influência nos hormônios da adenohipófise. Na 
pele de Phyllomedusa rohdei foram encontrados peptídeos com estrutura semelhantes dos 
neuropeptídeos de mamíferos. Os peptídeos opióides encontrados são as dermorfinas (Figura 
III.1, pág. 223) e a deltorfinas. As dermorfinas são heptapeptídeos isoladas também da pele da 
rã argentina Phyllomedusa sauvagei (MONTECUCCHI et al., 1981). Possuem na sua 
estrutura D-alanina, um aminoácido que tem ação analgésica maior que a morfina, e atividade 
opióide das dermorfinas esta atriuída a D-alanina. Dermorfinas mesmo em doses baixas 
induzem sedação quando adminsitradas em ratos e em doses altas provocam catalepsia. As 
deltorfinas, também heptapeptídeos, foram isoladas da pele de Phyllomedusa bicolor. Estes 
também contêm D-alanina ou D-metionina na sua estrutura (TOLEDO & JARED, 1995). 
 A adenoregulina, um novo peptídeo que interage com receptores de adenosina, foi 
encontrada nas secreções de hilidas (TOLEDO & JARED, 1995).  
 Vários peptídeos bioativos foram descobertos na pele de outras espécies de 
phyllomedusinas, como: filocaeruleina (Figura III.1, pág. 223), filoquinina e filomedusina 
(Figura III.1, pág. 224). Os efeitos farmacológicos destas substâncias são semelhantes a 
caeruleina (Figura III.1, pág. 223), bradiquinina (Figura III.1, pág. 224) e fisalemina (Figura 
III.1, pág. 224), respectivamente (TOLEDO & JARED, 1995). 
 Índios Matses, do nordeste do Peru usam uma substância resinosa obtida da pele da rã-
árvore (Phyllomedusa bicolor) nos rituais de xamanismo para que traga sorte na caça. Quando 
sêca, esta substância é conhecida como "sapo". Os primeiros efeitos são êmese, náusea, 
diarréia, taquicardia, sudorese, alterações na pressão sanguínea e desejo de defecar. Ocorrem 
efeitos associados com o sistema nervoso central, como resistência a fome e a sede, 
insensibilidade à dor, aumento dos sentidos, aumento da força física e capacidade de enfrentar 
situações de tensão. Os efeitos gastrointestinal e cardiovasculares estão associados com os 
peptídeos bioativos: filocaeruleina (Figura III.1, pág. 223), filomedusina (Figura III.1, pág. 
224), filoquinina (Figura III.1, pág. 224) e sauvagina os quais foram identificados no “sapo”. 
Os outros efeitos estão associados com o peptídeo filocaeruleina (Figura III.1, pág. 223) e 
sauvagina (TOLEDO & JARED, 1995).  
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Figura III.1. Estruturas químicas de substâncias isoladas de anfíbios anuros 
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III.1.2  Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998) 
 
 Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998) pertence à família Hylidae e é, até o 
momento, o único anfíbio anuro já identificado que se alimenta de frutos por isso auxilia na 
propagação de plantas. Mede em torno de 3,0 centímetros de comprimento e se esconde no 
interior das bromélias em regiões de restinga no Norte Fluminense, Rio de Janeiro 
(IZECKSOHN, 1998). 
 Assume uma postura de defesa quando se sente ameaçada, estirando seu membros 
inferiores e inflando os pulmões, tornando-se imóvel. O estiramento de seus membros 
inferiores associado a sua imobilização, o que dificulta a ingestão dos predadores. E em 
situações de estresse assumeuma postura semelhante de uma rã o que causa uma impressão 
visual de predador, a Figura III.2, pág. 225 mostra este estado de defesa (NAPOLI, 2001). 
 Sua posição sistemática e: 
  
 Reino:   Animal 
 Filo:   Chordates 
 Subfilo:  Vertebrado 
 Classe:   Anfíbio (LINNAEUS, 1758) 
 Subclasse:  Lissamphibia 
 Ordem superior: Salientia 
 Ordem:  Anura (MERREM., 1820) 
 Família:  Hylidae (RAFINESQUE, 1815) 
 Sufamília:  Hylinae (RAFINESQUE, 1815) 
 Gênero:  Xenohyla (IZECKSOHN, 1998) 
 Espécie:  Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998)  
 
 
 

 
 

Figura III.2. Estado de defesa de Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998) 
 

 
 
 

Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998) 
Fonte: (NAPOLI, 2001) 
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III.2  OBTENÇÃO DO EXSUDADO DE Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998) 
 

Dois espécimes de Xenohyla truncata (IZECKSOHN, 1998) foram capturados em 
julho de 2004 na restinga de Maricá, Estado do Rio de Janeiro, Brasil (coordenadas 22°59' 
latitude Se 44°05' longitude W.) e identificados pelo professor Hélio da Silva através da 
comparação com uma espécie depositada na Coleção de Vertebrados do Departamento de 
Zoologia da UFRuralRJ.  

Estes animais foram colocados em câmaras individualizadas de 3,0 cm diâmetro e 15,0 
cm comprimento, contendo 3,0 mL de água bidestilada estéril, submetidos a uma corrente 
contínua de 15V e 1A durante um minuto. Como resposta ao estímulo elétrico, ambos os 
animais liberaram secreção dérmica que em solução aquosa originou um precipitado branco e 
cristalino. Esse material foi isolado por filtração a vácuo com funil Büchner e seco em pistola 
Abderhalden, obtendo-se 2,2 g da substância 21. Esse material cristalino correspondeu a 9,0 
mg de peso vivo do animal. Trata-se da principal substância presente nos exalados cutâneos 
do Xenohyla truncata. 
 A cromatografia analítica em camada delgada do precipitado, revelou uma única 
mancha (azul escura) observada sob a luz UV. Não foram detectados alcalóides na água mãe, 
pelo resultado negativo ao reagente de Dragendorff. O precipitado apresentou ponto de fusão 
de 112-114°C e solúvel em clorofórmio.  
 
 
III.2.1  Substância Isolada 
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III.3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
III.3.1  Determinação Estrutural da Substância 21. 
 

A análise no espectro IV (Figura III.3, pág. 228) apresentou bandas em 3.294 cm-1 (νN-

H), 1.663 cm-1 (νC=O) e 1.601 cm-1, 1.550 cm-1 e 1.495 cm-1 atribuídos ao anel aromático, 
sendo compatível para amidas aromáticas.  

O espectro de RMN 1H (Figura III.4, pág. 228) apresentou sinais em δH 7,49 (d, J=8 
Hz, 2H), 7,29 (t, J=8 Hz, 2H) e 7,08 (t, J=8 Hz, 1H), 2,15 (s, 3H) e singleto em δH 7,61 (N-H) 
cuja interação por acoplamento foi confirmada pelo espectro de RMN 1H-1H-COSY (Figura 
III.5, pág. 229).  

O espectro de RMN de 13C (Figura III.6, pág. 229) apresentou sinais de δCH em 119,9 
(CH-2, 6), 128,9 (CH-3, 5), 124,4 (CH-4), δCH3 24,4 e δC em 168,7 (C=O) e 137,9 (C-1). 
Estes dados confirmaram a proposta da acetanilida (21). A Tabela III.1 (pág. 227), apresenta 
os valores de deslocamento químicos.  
 O espectro de massas (Figura III.7, pág. 230) apresentou o pico do íon molecular em 
m/z 135 (95%) e os picos e m/z 93 (100%, C6H7N) e m/z 65 (15%, 93-H2CN) (Esquema III.1, 
pág. 230). O valor de m/z 93 garante o nitrogênio ligado no anel aromático, pois os dados de 
IV e RMN não se diferenciam muito da metil-benzamida. Com isso definiu-se a estrutura 
como acetanilida. 
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Tabela III.1. Dados de RMN 1H (200 MHz) e 13C (50 MHz) em CDCl3 da substância  
 
 

21 (acetanilida) 
C δC δH 
1 137,92 - 
7 168,70 - 

CH   
2, 6 119,97 7,49
3, 5 128,88 7,29
4 124,24 7,08

CH3   
8 24,44 2,15

NH - 7,61
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Figura III.3. Espectro de IV da substância 21 (acetanilida) 

 
 
 
 
 
 

 
Figura III.4. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) da substância 21 (acetanilida) 
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Figura III.5. Espectro de RMN COSY (200 MHz, CDCl3) da substância 21 (acetanilida) 
 
 

 
Figura III.6. Espectro de RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) da substância 21 (acetanilida) 
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Figura III.7. Espectro de massas da substância 21 (acetanilida) 
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Esquema III.1. Principais fragmentos referentes aos picos do espectro de massas da 
substância 21 (acetanilida) 
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IV.1  ATIVIDADE MOLUSCICIDA 
 

 Este experimento foi realizado em colaboração com o Departamento de Biologia 
Animal, Laboratório de Biologia, DBA-IB, UFRuralRJ, com a ajuda da professora bióloga 
Dra. Solange Viana Paschoal Blanco Brandolini e as graduandas em biologia Luciana da 
Silva Paschoal e Kelly Zolly Alves (bolsistas do PIBIC, LQPN-DEQUIM-UFRuralRJ), 
orientadas pelo Prof. Mário G. de Carvalho. 

 
IV.1.1  Introdução 
 
 A esquistossomose é uma doença parasitária que afeta 200 milhões de pessoas nas 
áreas tropicais e subtropicais do mundo. Tendo a água (doce) como seu principal veículo de 
transmissão. Esta doença encontra-se em franca expansão devido à situação precária de 
saneamento básico e ao baixo nível sócio econômico de algumas regiões (NARVAÉZ, 1983; 
PRATA, 1987). 
 A doença é causada pela presença de esquistossomo (Schistosoma haematobium, S. 
mansoni e S. japonicum) no intestino ou na bexiga da pessoa infestada. Dentre as espécies de 
Schistosoma que parasitam o homem somente o S. mansoni existe na América, sendo 
responsável pela esquistossomíase mansônica ou intestinal. No Brasil calcula-se que existam 
entre 8 a 12 milhões de pessoas infectadas pelo S. mansoni, que tem como principal 
hospedeiro intermediário o caramujo Biomphalaria glabrata (NARVAÉZ, 1983; PRATA, 
1987, SOUZA & LIMA, 1990). 

A esquistossomose mansônica tem com sinonímias: Esquistossomose, 
Esquistossomíase, Bilharziose ou Bilharzíase Mansônica, Mansoni ou Intestinal, Doença de 
Manson – Pirajá da Silva (PRATA, 1987). 

A esquistossomose mansônica caracteriza-se por uma fase aguda, muitas vezes 
despercebida, e uma crônica, na qual podem surgir formas graves, evidenciadas 
principalmente pela hipertensão porta hepática ou pulmonar. Em muitos casos a gravidade 
que assume a doença é a deficiência orgânica que geralmente faz da esquistossomose um dos 
mais sérios problemas de saúde pública, em escala mundial e tem se tornado um verdadeiro 
flagelo para as populações das áreas endêmicas. Na atualidade, é considerada uma das 
doenças humanas mais importantes, dentre as causadas por parasitas de animais (PRATA, 
1987). 

A fase aguda da doença se divide em fase pré-postural e fase aguda. A fase pré-
postural se caracterizada por uma sintomatologia variada que ocorre cerca de 10-30 dias após 
a infecção. Neste período há pacientes que não se queixam de nada (forma inaparente ou 
assintomática) e outros reclamam de mal estar, com ou sem febre, problemas pulmonares 
(tosse), dores musculares, desconforto abdominal e um quadro de hepatite aguda. A fase 
aguda aparece em torno do 50º dia e dura até cerca de 120 dias após a infecção. Nesta fase, o 
paciente apresenta mal-estar, febre alta, emagrecimento, fenômenos alérgicos, tosse, diarréia, 
hepatoesplenomegalia e linfadenomegalia. Pode haver a morte do paciente nesta fase ou então 
evoluir para a esquistossomose crônica, cuja evolução é lenta, e na grande maioria dos casos, 
benigna.  

Esquistossomose crônica pode apresentar grandes variações clínicas, sendo as 
alterações predominantemente intestinais, hepatointestinais ou hepatoesplênicas. As 
alterações dos órgãos atingidos são:  
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a) Intestino: em muitos casos, o paciente apresenta diarréia mucossanguinolenta 
e dor abdominal. Nos casos crônicos graves pode haver diminuição do 
peristaltismo e constipação constante. Na maioria dos casos o paciente queixa-
se, esporadicamente, de dores abdominais, com fases de diarréia 
mucossanguinolenta e outras de constipação, intercaladas por longos períodos 
normais.  

b) Fígado, apresenta-se com volume maior e bastante doloroso à palpação. Em 
uma fase mais adiantada, este órgão, pode estar menor e fibrosado (Fibrose de 
Symmers). Em seguida, ocorrerá a manifestação mais típica e mais grave, a 
hipertensão porta hepática. Com a evolução da doença, a hipertensão poderá 
intensificar-se causando no paciente uma série de alterações como a 
esplenomegalia e a ascite (barriga d´água) (DOS SANTOS, 1997). 

 
 No Brasil, 8 milhões são infectados, com distribuição em vastas regiões, desde Belém 
do Pará até o Norte do Paraná, com dois focos isolados em Santa Catarina (KATZ, 1997) e 
um caso no Rio Grande do Sul (CARVALHO et al., 1998). As principais zonas endêmicas 
estão situadas na região Nordeste e em Minas Gerais. O ciclo evolutivo é mantido por seu 
principal hospedeiro definitivo, o homem (embora acometa também roedores silvestres, gado, 
etc.), e por hospedeiros intermediários, caramujos do gênero Biomphalaria (KATZ, 1997). Ao 
gênero Biomphalaria pertencem as três espécies hospedeiras de Schistosoma mansoni: 
Biomphalaria glabrata, B. straminea e B. tenagophila. As outras sete espécies de 
Biomphalaria (B. peregrina, B. amazonica, B. intermédia, B. occidentalis, B. schrammi, B. 
oligoza e B. kuhniana) e uma sub-espécie (B. tenatophila guaibensis) descritas até o 
momento, não foram encontradas com infecção natural por S. mansoni. Entretanto, a B. 
peregrina e B. amazônica mostraram-se susceptíveis ao S. mansoni em infecções 
experimentais, podendo ser consideradas hospedeiras em potencial do trematódeo no Brasil 
(SOUZA & LIMA, 1990). 
 Entre as maneiras de controlar a esquistossomose pode-se destacar a quimioterapia 
com drogas esquistomicidas administradas oralmente, como o praziquantel, metrifonato e 
oxamniquina. Entretanto, as drogas sintéticas são caras e, em muitos casos, a re-infecção pode 
voltar (HOSTETTMANN, 1991). Os esquistomicidas mais utilizados são: praziquantel e 
oxamniquina (Figura IV.1, pág. 234). 
 
 

 

Oxamniquina

NO2N

HOCH2

CH2NHCH(CH3)2

Praziquantel

N

N

O

O

 
 
 

Figura IV.1. Esquistomicidas utilizados em pacientes com esquistossomose 
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 Outra maneira de controlar a esquistossomose em regiões endêmicas, é associar o 
tratamento dos doentes ao combate dos moluscos transmissores através do uso de 
moluscicidas (SOUZA & LIMA, 1990) 
 Os moluscicidas mais usados em nosso País são: 

A) Cal: útil para tratar cacimbas e poços de água parada, pois a água pode ser usada 24 
horas após. 

B) Sais de cobre: carbonato e sulfato de cobre não são tóxicos para animais superiores. O 
carbonato de cobre pode ser empregado em locais de criação de peixes. 

C) Niclosamida (=Bayluscide): é bastante eficaz no campo para matar os moluscos e suas 
desovas, mas é tóxico para os peixes, sendo pouco tóxico para mamíferos nas 
concentrações utilizadas. 

 Atualmente um campo de pesquisa que tem se desenvolvido é o que visa a obtenção 
de substâncias tóxicas de origem vegetal, para os moluscos transmissores da esquistossomose. 
Isso se deve-se principalmente a problemas envolvendo o uso de moluscicidas sintéticos 
como: biodegradação lenta, toxicidade para outros organismos, alto custo, necessidade de 
importação, entre outros (DOS SANTOS, 1997). 
 A primeira tentativa para o controle da esquistossomose pelo uso de plantas 
moluscicidas foi realizada em 1930, quando ARCHIBALD et al., 1933 e WAGNER, 1936 
plantaram palma do deserto (Balanites aegyptiaca e B. maughamii), ao longo do curso das 
águas do Sudão e Sudeste da África, respectivamente. 
 Testes no campo e em laboratório, realizados por estes cientistas, indicaram que os 
frutos destas plantas derrubadas na água inibiam o aumento da densidade populacional dos 
caramujos (KLOOS & MCCULLOUGH, 1982). Desde então, mais de 1100 espécies de 
plantas foram testadas e muitas apresentaram atividade moluscicida significativa.  
 De forma geral a maioria destas plantas e seus compostos naturais com atividade 
moluscicida reconhecida, ainda não tiveram uma aplicação efetiva no campo, porque não 
preencheram a todos os pré-requisitos de uma planta moluscicida comercialmente viável, 
cujas principais características são (McCULLOUGH, 1992; WHO, 1983): 

a) O extrato bruto da planta (peso seco) é ativo quando mata 90% dos caramujos 
expostos por 24 hs com a temperatura da água constante e a concentração igual ou 
menor a 100 µg mL-1 (ppm) (WHO, 1983); 

b) O extrato aquoso frio ou quente da planta é ativo quando mata 90% dos caramujos 
expostos por 24 hs com a temperatura da água constante e a concentração igual ou 
menor a 20 µg mL-1 (WHO, 1983); 

c) Opcionalmente, um extrato alcoólico (metanólico) de planta é ativo quando mata 90% 
dos caramujos expostos por 24 hs com a temperatura da água constante e a 
concentração igual ou menor a 20 µg mL-1 (WHO, 1983); 

d) Opcionalmente, um extrato lipofílico de planta é ativo quando mata 90% dos 
caramujos expostos por 24 hs com a temperatura da água constante e a concentração 
igual ou menor a 20 µg mL-1 (MARSTON & HOSTETTMANN, 1991); 

e) As plantas devem ser de crescimento abundante na área endêmica ou de fácil cultivo. 
Além disso, é preferencial que as partes utilizadas sejam os frutos, folhas ou flores 
(MARSTON & HOSTETTMANN, 1985); 

f) Visando a redução do custo financeiro, é preferível que os constituintes ativos sejam 
extraídos com água ao invés de solventes orgânicos (MARSTON & 
HOSTETTMANN, 1985); 

g) O extrato da planta moluscicida deve apresentar uma baixa toxicidade para 
organismos não alvos (incluindo o homem). Sendo vantajoso para o estudo do 
impacto ambiental e toxicológico, o isolamento dos princípios ativos da planta 
(MARSTON & HOSTETTMANN, 1985); 
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h)  As técnicas de aplicação devem ser simples e seguras para o operador (WHO, 1983); 
i) O custo deve ser baixo (WHO, 1983); 
 

Os problemas que envolvem a obtenção de moluscicidas vegetais se relacionam, 
principalmente, com técnicas de extração e solventes utilizados, que podem aumentar, 
diminuir ou anular a ação tóxica para moluscos. Existem ainda diferenças intra-específicas, 
segundo o local da procedência ou época de coleta da planta, que influem na sua ação tóxica. 
Além disso, torna-se necessário fazer um grande número de testes biológicos e estudos 
diversos com uma substância tóxica, antes de chegar a seu emprego no campo, em grande 
escala (SOUZA et al., 1987). 
  
IV.1.2  Materiais e Métodos 
 
IV.1.2.1  Obtenção dos extratos e substâncias puras 
 
 Os extratos testados de Plumeria lancifolia Müll. Arg. foram obtidos de acordo com 
os Esquemas I.1 (pág. 33) e I.2 (pág. 34) descritos no Capítulo I. Os extratos Solanum 
crinitum Lam. dos frutos glicoalcalóides totais foram obtidos conforme Esquema II.1 (pág. 
96) descrito no Capítulo II e o da parte aérea através de maceração com hexano e MeOH, 
após evaporação dos solventes. 
 A β-amirina (1a) e o ácido ursólico (3) (Figura IV.2, pág. 236) foram obtidos de 
Plumeria lancifolia Müll. Arg. de acordo com os Esquemas I.1 (pág. 33) e I.2 (pág. 34) 
descritos no Capítulo I. 
 
 

1a: β-amirina

H

H

HHO

3: ácido ursólico
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H

HHO

CO2H

 
 

Figura IV.2. Estrutura das substâncias submetidas ao teste de atividade moluscicida 
 
 
IV.1.2.2  Bioensaio com o caramujo  
 
 O teste para verificação da atividade moluscicida envolve basicamente a introdução da 
substância ou extrato da planta em um recipiente contendo os caramujos e depois observar a 
mortalidade. Para plantas, o ensaio pode ser feito através da suspensão do extrato da planta na 
água. 
 A OMS recomenda um método padrão para o screening da atividade moluscicida em 
laboratório (WHO, 1965; citado no livro de MARSTON & HOSTETTMANN, 1991), mas na 
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prática a procedência é difícil devido à viabilidade do local dos caramujos, qualidade da água 
e outros fatores (MARSTON & HOSTETTMANN, 1991). 
 Foram utilizados caramujos das espécies Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria 
glabrata criados em laboratório e descendentes de exemplares, não infectados por 
trematódeos, oriundos da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). 
 
a) Materiais 
1. Caramujos com 10-23 mm de diâmetro (adultos); 
2. Água desclorada; 
3.  Provetas; 
4. Pipetas aferidas de 0,5 e 1 mL, seringas de 50-500 µL, ou micropipeta de 20-200 µL; 
5. Recipientes (copos) de 125 mL e 250 mL para cinco concentrações diferentes e em 

duplicata; 
6. Cremophor (detergente para ajudar na solubilidade da amostra); 
7. Solvente dimetil sulfóxido (DMSO); 
8. Placa de Petri; 
9. Balões volumétricos. 
 
b) Procedimento (modificado de MARSTON & HOSTETTMANN, 1991; DOS 
SANTOS, 1997) 
1. Solução estoque de 100 µg/mL: é colocado uma gota de cremophor (detergente) no 

extrato previamente pesado e adicionado DMSO (0,1%) e completado o volume para 1L;  
2. Para o ensaio preliminar são transferidos 125 mL da solução estoque para os copos e em 

seguida foi mergulhado 5 caramujos (n=2). A relação é sempre de 25 mL de solução por 
caramujo. Se o extrato apresenta atividade, o ensaio é feito nas concentrações de 50 e 10 
µg/mL; 

3. Para o ensaio final: São escolhidas 5 concentrações para o ensaio definitivo de acordo 
com o resultado preliminar. Alíquotas da solução estoque são completadas com água 
desclorada para dois copos de 250 mL cada, em seguida 10 caramujos são mergulhados. 
Para cada concentração são utilizados 20 caramujos (n=2); 

4. Após 24 hs os caramujos são transferidos para uma placa de Petri onde é feita a 
verificação dos batimentos cardíacos com um microscópio. Para confirmação da 
mortalidade, os caramujos são transferidos para o copo contendo apenas água (sem cloro) 
e após 24 hs, faz-se novo exame; 

5. Controle: uma gota de cremophor, DMSO (0,1%) e água sem cloro. Para o teste 
preliminar são transferidos 5 caramujos para um copo com 125 mL e n=2 e para o teste 
definitivo são transferidos 10 caramujos para um copo com 250 mL e n=2; 

6. Faz-se o cálculo da CL50 analisando a concentração em função da percentagem de vivos 
pela reta da regressão linear. 

 
IV.1.3  Resultados 
 
 Os resultados dos testes preliminares (triagem) com os extratos de Plumeria lancifolia 
Müll. Arg. e Solanum crinitum Lam. das substâncias β-amirina (1a) e ácido ursólico (3) sobre 
os moluscos B. tenagophila e B. glabrata são apresentados nas Tabelas IV.1, IV.2 e IV.3 na 
pág. pág. 238. 

Apenas o extrato dos frutos verdes contendo glicoalcalóides totais de Solanum 
crinitum Lam. apresentou-se ativo frente ao caramujo Biomphalaria tenagophila, com 
CL50=31,87 µg/mL e CL90=37,03 µg/mL. A Tabela IV.4, (pág. 238) apresenta as 
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concentrações testadas e o Gráfico IV.1 (pág. 239) demonstra a reta de regressão linear onde 
foram encontrados os valores da concentração letal. 

 
Tabela IV.1. Triagem da ação moluscicida dos extratos sobre Biomphalaria tenagophila (5 
caramujos por concentração) em laboratório após exposição por 48 horas, pH 5-7 
 

Espécies de 
plantas 

Partes testadas 
(extrato*) 

Diâmetro do 
caramujo (mm) 

Conc. testada 
µg/mL 

Mortalidade 
(%) 

Atividade

P. lancifolia galho (MM) 10-14 100 0 Inativo 
P. lancifolia folha (MM) 9-13 100 0 Inativo 
S. crinitum parte aérea (H) 11-14 100 0 Inativo 
S. crinitum parte aérea (M) 11-14 100 0 Inativo 
S. crinitum frutos verdes (E) 10-11 100 0 Inativo 

S. crinitum frutos verde 
glicoalcalóides totais 9-14 

100 
50 
10 

100 
100 
40 

Ativo 

* E=etanol; H=hexano; M=metanol; M/M=metanol/metanol;  
 
 
Tabela IV.2. Triagem da ação moluscicida dos extratos sobre Biomphalaria glabrata (5 
caramujos por concentração) em laboratório após exposição por 48 horas, pH 5-7 
 

Espécies de 
plantas 

Partes 
testadas 

(extrato*) 

Diâmetro do 
caramujo 

(mm) 

Conc. testada 
µg/mL 

Mortalidade 
(%) 

Atividade

P. lancifolia galho (DH) 10-14 100 0 Inativo 
P. lancifolia folha (D) 10-14 100 0 Inativo 

* D=diclorometano; DH=diclorometano/hexano;  
 
 
Tabela IV.3. Triagem da ação moluscicida de substâncias sobre Biomphalaria tenagophila (5 
caramujos por concentração) em laboratório após exposição por 48 horas, pH 5-7 
 

Substâncias  
testadas 

Diâmetro do 
 caramujo (mm) 

Conc. testada  
µg/mL 

Mortalidade 
 (%) 

Atividade

β-amirina 10-14 100 0 Inativo  
Ácido ursólico 10-14 100 0 Inativo 

 
 

Tabela IV.4. Atividade moluscicida do extrato dos frutos verdes glicoalcalóides totais de S. 
crinitum Lam. sobre Biomphalaria tenagophila (10 caramujos por concentração) em 
laboratório após exposição por 48 horas, pH 5 
 

Espécie de 
Planta 

Partes testadas 
(extrato*) 

Diâmetro do 
caramujo (mm) 

Conc. testada 
µg/mL 

CL90/CL50 

(µg/mL) 

S. crinitum 
frutos verdes 

glicoalcalóides totais 9-13 

50 
40 
30 
20 
10 

37,03/31,87

 



 239

Atividade molucicida de SCFGT

y = 2,3876x - 14,1
R2 = 0,9276
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Gráfico IV.1. Reta de regressão linear da atividade moluscicida do extrato dos frutos verdes 
glicoalcalóides totais de S. crinitum Lam. sob Biomphalaria tenagophila 
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IV.2  AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 
Este experimento foi realizado em colaboração com o Laboratório de Toxicologia 

Ambiental (Imunotoxicologia) - LATA, Departamento de Biologia Animal, Universidade 
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRuralRJ), pelo grupo de pesquisa do Professor Dr. 
Ronald Bastos Freire. 

 
IV.2.1  Introdução 
 
 Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido, 
principalmente, às descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo. A oxidação é 
parte fundamental da vida aeróbica e do nosso metabolismo e, assim, os radicais livres são 
produzidos naturalmente ou por alguma disfunção biológica. Esses radicais livres cujo elétron 
desemparelhado encontra-se centrado nos átomos de oxigênio ou nitrogênio são denominados 
ERO (Espécies reativas de oxigênio) ou ERN (Espécies reativas de nitrogênio). As principais 
ERO encontram-se divididas em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO•), superóxido 
(O2

•-), peroxila (ROO•) e alcoxila (RO•); e os não-radicalares: oxigênio, peróxido de 
hidrogênio e ácido hipocloroso. Dentre as ERN incluem-se o óxido nítrico (NO•), óxido 
nitroso (N2O3), ácido nitroso (HNO2), nitritos (NO2

-), nitratos (NO3
-) e peroxinitritos (ONOO-

). No organismo, encontram-se envolvidos na produção de energia, fagocitose, regulação do 
crescimento celular, sinalização intercelular e síntese de substância biológicas importantes. 
No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidação dos lipídios de 
membrana e agressão às proteínas dos tecidos e das membranas, às enzimas, carboidratos e 
DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com várias patologias, tais como artrite, 
choque hemorrágico, doenças do coração, catarata, disfunções cognitivas, câncer e AIDS, 
podendo ser a causa ou o fator agravante (BARREIROS et al., 2006).  
 Danos oxidativos causados por espécies reativas de oxigênio têm sido chamadas de 
“estresse oxidativo”. Em organismos aeróbicos, o oxigênio molecular é o aceptor final de 
elétrons em diferentes sistemas de transporte, os quais estão presentes nas mitocôndrias 
(MARR & MÜLLER, 1995).  
 O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes produzidos 
pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwel “Antioxidante é qualquer 
substância que, quando presente em baixa concentração comparada à do substrato oxidável, 
regenera o substrato ou previne significativamente a oxidação do mesmo”. Os antioxidantes 
produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, exemplo da GPx (Se-glutationa peroxidase), 
CAT (catalase) e SOD (superóxido dismutase) ou não-enzimaticamente a exemplo de GSH 
(glutationa), peptídeos de histidina, proteínas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), ácido 
diidrolipóico e CoQH2. Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza 
aqueles provenientes da dieta como o α-tocoferol (vitamina-E), β-caroteno (pro-vitamina-A), 
ácido ascórbico (vitamina C) e compostos fenólicos onde se destacam os flavonóides e 
poliflavonóides (BARREIROS et al., 2006). Todavia, quando gerados em excesso, seja por 
um aumento da produção por processos mórbidos ou fatores ambientais, seja por redução da 
capacidade antioxidante, tornam-se deletérias para todas as estruturas orgânicas. Esta situação 
é agravada na presença de íons metálicos, tais como ferro e cobre. (ARUOMA, 1996a). 
 Dentre os aspectos preventivos, é interessante ressaltar a correlação existente entre 
atividade antioxidante de substâncias polares e capacidade de inibir ou retardar o 
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aparecimento de células cancerígenas, além de retardar o envelhecimento das células em 
geral.  
 A busca de novos antioxidantes, mais específicos, mais potentes e a compreensão de 
seus mecanismos de ação tornam esta área muito atraente. Outro interesse ligado aos 
antioxidantes é a sua aplicação na indústria, para a proteção de cosméticos, fármacos e 
alimentos, prevenindo a decomposição oxidativo desses pela ação da luz, temperatura e 
umidade (BARREIROS et al., 2006). 
 Em conseqüência disso, a pesquisa de drogas que também apresentam efeito 
antioxidante (ARUOMA et al., 1991; PUPPO et al., 1990) e antioxidantes de origem natural, 
têm progressivamente, assumido um papel de destaque (AKANMU et al., 1991).  
Muitos estudos têm demonstrado a existência de capacidade antioxidante em extratos 
vegetais. Extratos de plantas que são geralmente empregadas como condimento (alecrim) 
apresentam excelentes atividades antioxidantes (ARUOMA, 1996a) e antiviral (ARUOMA et 
al., 1996b). 
 
IV.2.2  Materiais e Métodos 
 
IV.2.2.1  Preparação dos extratos 

 
Os extratos das folhas de Plumeria lancifolia Müll. Arg., dos frutos verdes e tricomas 

dos frutos verdes de Solanum crinitum Lam. usados para os testes foram obtidos de acordo 
com o Esquema I.2 (pág. 34), descrito no Capítulo I e Esquemas II.1 (pág. 96), II.2, (pág. 
100) descritos no Capítulo II, respectivamente. 

 
IV.2.2.2  Procedimento experimental 
 

Neste ensaio, as substâncias reativas com ácido tiobarbitúrico (TBARS) foram 
expressas em termos da concentração de malondialdeído (MDA) e 4-hidroxinonenal (4-HNE) 
em nmol/mL (RIBEIRO et al., 2002; OHKAWA et al., 1979), visando a identificação de 
substâncias capazes de interagir com modelos geradores de radicais livres (RL). Os RL 
podemn ser oriundos da lipoperoxidação de membranas eritrocitárias induzida por Fe++/ácido 
ascórbico com formação de MDA ou de sistemas não enzimáticos formados por agentes 
oxidantes, na presença de sulfato ferroso e ácido octanóico, com formação de HNE.  

Os testes foram realizados em quadruplicata, onde 10,0 mg dos extratos foram 
dissolvidos em 10,0 ml de etanol 0,1% por 24 hs (veículo). Controles apropriados foram 
realizados para eliminação de interferências no ensaio. Para o controle, as membranas 
eritrocitárias foram tratadas somente com etanol 0,1% e foram usados 2000 UI de vitamina E 
(α-tocoferol). Os ensaios foram otimizados para cada amostra e medidos a concentração de 
MDA e HNE antes e após a exposição ao extrato (KIM et al., 2002; GAD, 2000; RIBEIRO et 
al., 2002; OHKAWA et al., 1979). A atividade biológica relacionada á geração de radicais 
livres foi realizada após a incubação a 37 °C de ambos os sistemas após 60 minutos, em 
seguida acrescenta-se o ácido tiobarbitúrico (1,0 mL de ácido tricloroacético 10% e 1,0 mL de 
ácido tiobarbitúrico 0,67%), que após incubação a 90°C durante 10 minutos, desenvolve cor, 
medida fotocolorimetricamente a 532 nm.  

 
 Análise estatística: Os valores médios dos dados foram analisados estatisticamente 
através da análise unidimensional da variância (ANOVA). As comparações múltiplas dos 
resultados foram realizadas através do teste de comparações múltiplas de Student-Newman-
Keuls (SNK) com o intuito de detectar diferenças significativas entre as amostras analisadas 
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*(p<0,05). Para as comparações de dados entre dois grupos, utilizou-se o teste de Student 
**(p<0,01). As correlações bidimensionais seguiram os critérios de correlação de Pearson.  
 
IV.2.3  Resultados 
  
IV.2.3.1  Atividade antioxidante de Plumeria lancifolia Müll. Arg. 
 
 O extrato metanólico da folha de Plumeria lancifolia (PLFM) apresentou atividade 
antioxidante semelhante ao controle (Gráfico IV.2, pág. 242), em pequenas concentrações 
inibiu a formação de radicais livres, porém em doses crescentes induziu a formação de 
radicais livres (Gráfico IV.3, pág. 243). 

O extrato metanólico partição metanol da folha de Plumeria lancifolia (PLFMM) 
avaliado frente a sistemas geradores de radicais livres (Gráficos IV.2, pág. 242 e IV.4, pág. 
243) induziu a a formação de radicais livres nos dois sistemas testados, o que significa que 
substâncias polares existentes em Plumeria lancifolia, possivelmente iridóides, aumentam a 
ação tóxica dos radicais livres nas células. 
 
 

 
Gráfico IV.2. Atividade antioxidante dos extratos metanólico (PLFM) e metanólico partição 
metanol das folhas (PLFMM) de Plumeria lancifolia Müll. Arg. em malondialdeído com 4-
hidroxinonenal (MDA+4-HNE) gerados em membranas eritrocitárias * valores para p<0,05 e 
**valores para p<0,01 
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Gráfico IV.3. Determinação de TBARS em membranas de células de eritrócitos tratadas em 
diferentes concentrações com o extrato metanólico de folhas de Plumeria lancifolia Müll. 
Arg. (PLFM) ** valores para p<0,01 

 

 

 

 

 

 
Gráfico IV.4. Determinação de TBARS em membranas de células de eritrócitos tratadas em 
diferentes concentrações com o extrato metanólico partição metanol de folhas de Plumeria 
lancifolia Müll. Arg. (PLFMM) * valores para p<0,05 e **valores para p<0,01. 
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IV.2.3.2  Atividade antioxidante de Solanum crinitum Lam. 
 
 Foram testados os extratos metanólico dos tricomas dos frutos verdes de Solanum 
crinitum (SCTFVM) e glicoalcalóides totais dos frutos verdes de Solanum crinitum (SCFVG) 
frente a sistemas geradores de radicais livres (Gráficos IV.5, pag. 244, IV.6 e IV.7, pág. 245). 
O extrato SCTFVM em doses baixas (0,04 mg/mL e 0,45 mg/mL) reduziu a formação de 
radicais livres, porém em doses mais elevadas ocorreu a perda desta propriedade de proteção. 
Este efeito de proteção é atribuído à presença de substâncias fenólicas e flavonóides isolados 
deste extrato, estas substâncias são consideradas potencialmente seqüestradores de radicais 
livres, porém pelo que demonstra o Gráfico IV.6 (pág. 245) esta atividade de proteção esta 
diretamente relacionado com a concentração. 
 O extrato SCFVG aumentou a concentração de radicais livres nos dois sistemas 
testados (Gráficos IV.5, pag. 244 e IV.7, pág. 245). Deste extrato foram isolados os 
glicoalcalóides esteroidais solasonina (12), solamargina (10) e seu isômero epi-solamargina 
(11). Essas substâncias podem ser consideradas como substâncias potencialmente geradoras 
de radicais livres. 
 
 
 

 
Gráfico IV.5. Atividade antioxidante dos extratos metanólico dos tricomas dos frutos verdes 
(SCFVM) e dos glicoalcalóides totais dos frutos verdes (SCFVG) de Solanum crinitum Lam. 
em malondialdeído com 4-hidroxinonenal (MDA+4-HNE) gerados em membranas 
eritrocitárias **valores para p<0,01 

 
 
 
 
 

**

**



 245

 
Gráfico IV.6. Determinação de TBARS em membranas de células de eritrócitos tratadas em 
diferentes concentrações com o extrato metanólico dos tricomas dos frutos verdes de Solanum 
crinitum Lam. (SCTFVM) * valores para p<0,05 

 

 

 
Gráfico IV.7. Determinação de TBARS em membranas de células de eritrócitos tratadas em 
diferentes concentrações com o extrato de glicoalcalóides totais dos frutos verdes de Solanum 
crinitum Lam. (SCFVG) * valores para p<0,05 
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IV.3  TESTE DO EFEITO CITOTÓXICO EM CÉLULAS PERITONEAIS DE 
CAMUNDONGOS ALBINOS (SW) 
 
 Este experimento foi realizado em colaboração com grupo de pesquisa do professor 
Dr. Ronald Bastos Freire do Laboratório de Toxicologia Ambiental (Imunotoxicologia) - 
LATA, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 
com a participação da aluna do Curso de Medicina Veterinária Viviam de Assunção Nogueira 
(bolsista do PIBIC), mestranda do curso de Pós-graduação de Ciências Veterinárias – 
Sanidade Animal Renata de Oliveira Tavares e aluna bolsista do PIBIC (DEQUIM-LQPN) 
Kelly Zolly Alves orientada pelo Prof. Mário G. de Carvalho. 
 
IV.3.1  Materiais e Métodos  
 

Avaliou-se a toxidez do extrato bruto metanólico das folhas de Plumeria lancifolia 
Müll. Arg. sobre células peritoneais de camundongos albinos após 24 horas a uma 
temperatura de 37ºC. O extrato testado foi obtido de acordo com o Esquema I.2 (pág. 34) 
descrito no Capítulo I. Macrófagos peritoneais foram obtidos a partir de camundongos albinos 
(SW). Camundongos, machos, pesando em torno de 25,0 g foram anestesiados (Ketamina) e 
submetidos à lavagem peritoneal com 15,0 mL de meio TC199 (Difco, Inglaterra) estéril, para 
obtenção da suspensão de macrófagos, que foram purificados, quantificados e transferidos 
para tubos de ensaio estéreis mantidos a 37ºC, sob condições padronizadas de cultivo.  

Os extratos foram diluídos em meio TC199 e adicionados aos cultivos. Todos os 
ensaios foram realizados com quatro repetições. A morte celular foi estabelecida pela 
contagem microscópica de células viáveis na presença de 0,1% de corante vital (azul de 
trypan). A concentração capaz de causar 50% de mortes celulares foi estabelecida. O índice 
de ação tóxica cumulativa foi determinado pela manutenção dos cultivos celulares na 
presença da concentração relativa ao tempo de contato durante períodos de 12, 16 e 24 horas 
(Gráfico IV.8, pág. 247). Os resultados obtidos demonstraram que a concentração do extrato 
que causa efeito antibiótico (0,1 µg/mL de MeOH), que foi definida em testes preliminares, 
foi à mesma que causou 50% das mortes celulares em 16 horas de contato com 106 

macrófagos/mL. 
 

IV.3.2  Resultados  
 
 Os efeitos cumulativos do extrato, através de cultivos por diferentes períodos de 

tempo, indicaram um número crescente de morte de células, proporcional ao tempo de 
exposição (Gráfico IV.8, pág. 247). Uma vez que o número de células mortas estabeleceu-se 
de forma linear em relação ao tempo de exposição, concluiu-se que os constituintes 
biologicamente ativos contidos no extrato metanólico podem exercer um efeito citotóxico 
cumulativo em sistemas biológicos vivos. 
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Gráfico IV.8. Morte de células por tempo de exposição ao extrato metanólico das folhas de 
Plumeria lancifolia Müll. Arg. 
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IV.4  ENSAIO DE EDEMA AURICULAR 
 

 Este experimento foi realizado em colaboração com o doutorando Germán Matiz da 
Universidad de Cartagena – Colômbia, que realizou estágio sanduíche no LQPN-DEQUIM-
UFRuralRJ. 
 
IV.4.1  Introdução 
 
 Triterpenos, especialmente ácido ursólico, ácido oleanólico é ácido betulínico são 
encontrados em grandes quantidades em plantas. Estes triterpenos e seus derivados são 
descritos na literatura como substâncias bioativas contra HIV (provocam inibição do HIV 
protease). A literatura descreve uma significativa atividade citotóxica para linhagens de 
células tumorais do ácido ursólico e seus derivados esterificados (MA et al., 2005). Muitos 
triterpenos da classe oleanano e ursano são descritos na literatura por possuírem interessantes 
atividades biológicas, farmacológicas e medicinais semelhantes aos rotenóides e esteróides na 
atividade antiinflamatória, além de promoverem a supressão de tumores, a supressão da 
síntese de imunoglobulinas, proteção contra intoxicação no fígado, induzirem a produção de 
colágenos e a diferenciação em células leucêmicas e carcinomas (HONDA et al., 1997).  
 O emprego de flavonóides na terapêutica é vasto e ainda empírico, uma vez que a 
prática de uso é mais antiga que o desenvolvimento de análises farmacológicas modernas. 
Embora alguns resultados tenham mostrado que os flavonóides podem apresentar efeito 
mutagênico, em geral são considerados como benéficos. Alguns medicamentos contêm 
flavonóides, e são indicados, em particular, para tratamento de doenças circulatórias, 
hipertensão e agindo como co-fator de vitamina C. Outras pesquisas sugerem que alguns 
flavonóides possuam uma ação antitumoral considerável, podendo ser agentes antivirais, anti-
hemorrágicos entre outros abordados (SIMÕES et al., 1997). 

O ensaio de edema auricular com o ácido ursólico (3) e seus derivados (3a, 3b, 3c e 
3d), do canferol (15) e seus derivados (15a, 15b e 15c) e do glicoalcalóide epi-solamargina 
(11) e derivado (11), teve como objetivo determinar a atividade inflamatória e inibitória 
destas substâncias.  

 
IV.4.2  Materiais e Métodos 
 
IV.4.2.1  Obtenção das substâncias 
 
 O ácido ursólico (3) foi obtido de galho e folha de Plumeria lancifolia Müll. Arg. e 
seus derivados: ácido ursônico (3a), ursolato de metila (3b), 3-O-acetil-ursolato de metila (3c) 
e 3-oxo-ursolato de metila (3d) foram obtidos através de reações, veja Esquemas I.1 (pág. 33) 
e I.2 (pág. 34) descritos no Capítulo I. Dos frutos verdes de Solanum crinitum Lam. foi obtida 
a epi-solamargina (11) e seu derivado peracetilado (11a) (Esquema II.1, pág. 96) e dos 
tricomas dos frutos verdes foi obtido flavonóide canferol (15) e seus derivados: 3,7,4’-
trimetil-canferol (15a), 3,5,7,4’-tetrametil-canferol (15b), 3,7,4’-trimetil-5-acetoxiflavonol 
(15c) de acordo com Esquema II.2 (pág. 100) descritos no Capítulo II. A Figura IV.3, pág. 
249) apresenta a estrutura dessas substâncias. 
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Figura IV.3. Estrutura das substâncias submetidas ao teste de edema auricular 

 
 
 
IV.4.2.2  Reagentes 
 
 13-acetato de 12-tetradecanoil-forbol (TPA) e indometacina, obtidos de Sigma 
Chemical CO. (St. Louis, MO, USA). 
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IV.4.2.3  Animais 
 
 Camundongos ICR, machos tendo 8-10 semanas de vida e peso de 25-35 g foram 
utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos sob condições controladas de temperatura 
e fotoperiodismo (luz entre 6:00 e 18:00 horas), com acesso ad libidum de água e alimento. 
Durante o experimento os animais foram tratados de acordo com as normas éticas de cuidados 
de animais em laboratório.  
 
IV.4.2.4  Procedimento experimental para o ensaio de edema auricular 
 
 Para cada ensaio, os animais foram ordenados por peso e distribuídos em caixas em 
seis grupos, de modo que em cada caixa foram encontrados todos os pesos. Em cada caixa são 
encontrados um controle (TPA), um padrão positivo (indometacina) e a substância testada. 
Nos animais controles foram aplicados somente TPA: 2,5 µg na orelha direita sendo 10 µL na 
concentração de 0,125 µg/µL para cada lado da orelha. Nos animais padrões foram aplicados 
a mesma dose de TPA mais 500 µg de indometacina na orelha direita de forma consecutiva, 
10 µL na concentração de 25 µg/µL para cada lado da orelha. Nos animais tratados foram 
aplicados a mesma dose de TPA mais 1000 µg da substância teste na orelha direita, sendo 10 
µL na concentração de 50 µg/µL para cada lado da orelha. Quatro horas depois de aplicados 
os tratamentos os animais foram sacrificados com deslocamento da coluna cervical. Com a 
ajuda de um perfurador foram retiradas as seções circulares da orelha direita tratada e da 
orelha esquerda não tratada sendo pesadas em balança analítica Sartorius BP 221S. O peso 
líquido da orelha tratada menos o peso da orelha não tratada determinou a variação do peso 
devido a presença de inflamação. Uma variação alta representa uma inflamação extensa, um 
peso baixo, uma inibição na inflamação. As orelhas foram pesadas individualmente. 
 
IV.4.3  Análises dos Dados  
 
 Os dados experimentais são apresentados como media ± SD. As análises são 
calculadas usando ANOVA de uma via seguida de análise de Dunnett. As diferenças 
significativas são expressas como *p<0,05 e **p<0,01. 
 
IV.4.4  Resultados  
 

 O Gráfico IV.9 (pág. 251) demonstra a porcentagem da resposta inflamatória das 
substâncias analisadas em comparação com o controle TPA e o padrão antiinflamatório 
indometacina. O Gráfico IV.10 (pág. 251) demonstra a porcentagem de inibição das 
substâncias frente a indometacina. Observando os dois gráficos vemos que a epi-solamargina 
peracetilada (11a) apresentou efeito inibitório de inflamação maior de todas as substâncias 
analisadas superando o padrão indometacina. Observamos que a presença de grupos acetilas 
na estrutura do glicoalcalóide esteroidal epi-solamargina (11) aumentou o efeito 
antiinflamatório. Já para o canferol (15) e seus derivados (15a, 15b e 15c) e o ácido ursólico 
(3) e seus derivados (3a, 3b, 3c e 3d) o efeito de inibição foi mais significativo quando havia 
a presença de grupos OH na estrutura. A epi-solamargina peracetilada (11a) apresentou uma 
respostas de inibição de inflamação maior que o padrão indometacina, já o canferol (15) e o 
ácido ursólico (3) apresentaram esta resposta semelhante a indometacina. Esses resultados 
estimularam a continuidade de novas pesquisas. 
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               Gráfico IV.9. Resposta inflamatória das substâncias testadas 

 
                Gráfico IV.10. Resposta inibitória das substâncias testadas 
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IV.5  INIBIÇÃO METABÓLICA EM PROMASTIGOTAS DE Leishmania (Viannia) 
braziliensis  
 

Este experimento foi realizado em colaboração com o Laboratório de Toxicologia 
Ambiental (Imunotoxicologia) - LATA, Departamento de Biologia Animal, Universidade 
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRuralRJ), pelo grupo de pesquisa do Professor Dr. 
Ronald Bastos Freire com a participação da aluna de Iniciação Científica-PIBIC-UFRuralRJ: 
Vivian de Assunção Nogueira e mestrandas em Parasitologia veterinária, IB-DBA-UFRuralRJ 
Renata de Oliveira Tavares e Deise da Silva Jacques. 

 
IV.5.1  Introdução 
 
 A leishmaniose tegumentar americana é uma zoonose amplamente distribuída no 
território brasileiro. A quimioterapia para a leishmaniose tem sido realizada com o uso de 
drogas antimoniais pentavalentes antimonial glucantime desenvolvidas há mais de 50 anos. 
Essas drogas são tóxicas e, devido à necessidade de utilizarem-se baixas doses, permitem a 
resistência do parasita aos tratamentos, sem um prognóstico de cura significativo. 
Recentemente a anfotericina B, vem sendo utilizada como alternativa aos efeitos tóxicos 
causados pelos agentes antimoniais. Apesar disso, essas drogas, por apresentarem efeitos 
diretos sobre as membranas celulares, sem seletividade específica para o parasita, mostra-se 
igualmente tóxicas e, muitas vezes ineficazes, representando, com isso, uma relação custo-
benefício desfavorável (FRANÇA et al., 1996; FUNDAÇÃO NACIONAL DA SAÚDE, 
2000). 
 A literatura descreve o uso de plantas como a Cephaelis ipecacuanba (Brot.) A. Rich 
(Rubiaceae), Jacaranda brasiliana Piers (Bignoniaceae), Anacardium occidentale 
(Anacardiaceae), Clidemia hirta (Melastomataceae), Plectranthus amboinicus (Lamiaceae), 
Chenopodium ambrosioides (Benopodiaceae), Solanum americanum (Solanaceae) e Plantago 
major (Plantaginaceae) como tratamento alternativo para a leishmaniose cutânea causada pela 
Leishmania (Viannia) braziliensis (FRANÇA et al., 1996). Um estudo recente sugeriu que 
diversos princípios ativos presentes em plantas medicinais, tais como alcalóides, flavonóides 
e triterpenóides poderiam originar medicamentos alternativos, sem contra indicações, para 
doenças como as protozooses que afetam as regiões tropicais e subtropicais do mundo 
(KAYSER et al., 2000). 
 
IV.5.2  Materiais e Métodos 
 
IV.5.2.1  Preparação dos extratos 
 
 As partes aéreas de Solanum crinitum, utilizadas nesse experimento foram submetidas 
à maceração contínua com o solvente hexano, originando um resíduo sólido (extrato 
hexânico). 

 
IV.5.2.2  Procedimento experimental 
 
a) Medidas de citotoxicidade: A citotoxicidez foi medida através do ensaio de exclusão de 
azul de Trypan. Diferentes concentrações dos extratos (0,1; 1,0; 10,0; 100,0 µg/mL) foram 
adicionados a 106 promastigotas de Leishmania braziliensis, mantidos sob condições de 
cultivo (37 ± 1°C, 5% CO2) por uma hora. Os protozoários foram lavados e novamente 
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incubados, na ausência de extratos, por 24 horas adicionais, para que a reversão dos efeitos 
observados durante a primeira exposição fossem avaliados. Acrescentou-se igual volume de 
azul de Trypan (6,2 mM, NaCl 0,8 M) sobre as células do protozoário, que foram suavemente 
homogeneizadas e deixadas em repouso a temperatura ambiente. Após dois minutos as células 
viáveis (que excluíram o azul de Trypan) foram quantificadas em câmara hemocitométrica. O 
percentual de exclusão do corante também foi estimado após a primeira incubação. Todos os 
ensaios foram realizados com cinco repetições e comparados com um sistema controle 
constituído de células adicionadas somente do veículo: 0,1% de DMSO diluído em solução 
salina tamponada com fosfatos (PBS - pH 7,2).  
 
b) Atividade mitocondrial: A atividade mitocondrial parasitária foi estimada comparando-se 
a capacidade de reduzir significativamente sais de tetrazólio (MTT) nas células normais e nas 
células tratadas com extratos (KATI-SISKO et al., 2004). As células foram cultivadas em 
microplacas de poliestireno (de fundo chato) numa concentração de 106 macrófagos por mL e, 
após 12 hs de pré-condicionamento, as células foram tratadas com as várias concentrações de 
extratos e incubadas por 24 hs. Em seguida, o meio de cultura foi retirado, adicionando-se, a 
cada orifício, 100 µL de MTT-PBS na concentração de 1,0 mg/mL (P/V), procedendo-se a 
nova incubação (4 hs a 37 °C). Os cristais de formazana, gerados pela redução do corante nas 
células viáveis foram dissolvidos utilizando-se isopropanol acidificado com HCl 0,1 N. A 
atividade mitocondrial foi estimada pela medida da densidade ótica (OD), medida a 570 nm, 
relativa à coloração produzida pela redução do MTT. Os níveis de desenvolvimento de cor 
nos orifícios controle foram considerados como representando 100% de viabilidade, sendo 
que todas as comparações posteriores foram baseadas nesse nível de referência. Os valores do 
branco, indicativas da absorbância do MTT adicionado ao veículo (V/V) foram subtraídos de 
todas as amostras. 
 
c) Análise estatística: Os valores médios dos dados foram analisados estatisticamente através 
da análise unidimensional da variância (ANOVA). As comparações múltiplas dos resultados 
foram realizadas através do teste de comparações múltiplas de Student-Newman-Keuls (SNK) 
com o intuito de detectar diferenças significativas entre as amostras analisadas (p<0,05). Para 
as comparações de dados entre dois grupos, utilizou-se o teste de Student (p<0,01). As 
correlações bidimensionais seguiram os critérios de correlação (Pearson).  
 
IV.5.3 Resultados 
 
 Não se observou, em nenhum dos casos, a absorção do azul de Trypan em nenhum dos 
tratamentos realizados. De outro modo, a adição de 3,5 µg do extrato/106 nas formas 
promastigotas do parasita resultou na imobilidade imediata de 100% dos parasitas que 
permaneceram completamente imóveis por todo o período de observação (desde o contato 
imediato até 24 horas). As formas promastigotas não se recuperaram quando transferidas para 
meio de cultivo na ausência do extrato, morrendo após 24 h de tratamento por falência 
metabólica.  
 Não foi observado redução de MTT nas células de Leishmania (Viannia) braziliensis, 
justificando assim o esgotamento metabólico das enzimas de cadeia respiratória como sendo o 
provável mecanismo de ação de falência metabólica.  
 Através de análises de espectros de IV e RMN de 1H e 13C foi possível identificar no 
extrato hexânico das partes aéreas de Solanum crinitium Lam. uma mistura de alcanos de 
cadeias alifática. 
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CONCLUSÕES 
 
 
 A realização do estudo fitoquímico das espécies Plumeria lancifolia Mull. Arg. e 
Solanum crinitum Lam. forneceu novas informações sobre a química destes vegetais, além de 
poder identificar a presença de uma amida na secreção dérmica do anfíbio anuro Xenohyla 
truncata (IZECKSON, 1998). 
 
 O estudo químico de galhos e folhas de Plumeria lancifolia Mull. Arg. permitiu 
identificar quatorze substâncias, sendo um esteróide e dois triterpenos isolado pela primeira 
vez no gênero. 
 
 Identificaram-se dezesseis substâncias com o estudo químico de frutos verdes e 
tricomas des frutos verdes de Solanum crinitum Lam., sendo um flavonóide novo no gênero, 
uma substância e dois derivados inéditos na literatura. 
 
 A acetanilida corresponde à única substância identificada na secreção dérmica do 
anfíbio anuro Xenohyla truncata. 
 
 Os estudos biológicos dos extratos de Plumeria lancifolia Mull. Arg. e Solanum 
crinitum Lam., das substâncias naturais e seus derivados mostraram resultados promissores 
para utilização dessas plantas como fonte de drogas que possam ser usadas na terapêutica 
como moluscicidas, antioxidantes, antiinflamatórios e no combate a Leishmaniose, 
merecendo avaliações mais minuciosas. 
 
 Este trabalho forneceu dados de espectroscopia RMN da epi-solamargina e dos 
derivados epi-solamargina peracetilada e solasonina peracetila que não estão registrados na 
literatura.  
 
 Propamos uma nova rota de biosíntese para formação dos alcalóides esteroidais do 
tipo espirossolanos. 
 
 
 
 
 
 
 


