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CHEMICAL CONSTITUENTSAND ANTIEDEMATOGENIC ACTIVITY OF Peltodon radicans (Lamiaceae). Most of the snakebite
incidentsin the Amazon region involve Bothrops atrox, whose venom presents the most potent edematogenic and necrotic activities
in the genus. This work describes the studies of isolation of the chemical constituents and antiedematogenic activity of the species
Peltodon radicans (Lamiaceae), which is used in the treatment of snakebites and scorpion stings in the region. The extracts presented
diphatic hydrocarbons, 3b-OH,b-amirin (1), 30-OH,a-amirin (2), b-sitosterol (3), stigmasterol (4), ursolic acid (5), 2a,3b,19a-
trihydroxy-urs-12-en-28-oic acid (tormentic acid, 6), methyl 3b-hydroxy,28-methyl-ursolate (7), sitosterol-3-O-b-D-glucopyranoside
(8), and stigmasterol-3-O-b-D-glucopyranoside (9). The flower extracts presented the higher antiedematogenic activity. Thisisthe

first report on the study of the flowers, stem, and roots of this plant.
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INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Sauide, anualmente cerca
de 2,5 milhdes de pessoas sofrem acidentes ofidicos no mundo,
com 125 mil mortes.® Esses acidentes representam um enorme pro-
blema de salde publica, especialmente em paises tropicais.>* Na
Africa, sfo registrados cerca de 500 mil acidentados por ano, com
40% dos casos hospitalizados e 20.000 6bitos.5 Na Asia ha entre
25 e 35 mil 6bitos por ano.b O Ministério da Salide do Brasil regis-
tra entre 19 e 22 mil acidentes ofidicos por ano, com aproximada
mente 0,45% de letalidade.” Quando informado o género da ser-
pente, Bothrops foi responsével por 90,5% dos acidentes ofidicos,
envolvendo 0,31% de 6bito.

Bothrops atrox (jararaca) é encontrada vastamente na regido
Norte do Brasil,2® habitando ambientes Umidos de zonas rurais ou
periféricas das grandes cidades, onde haja facilidade para prolife-
racdo de roedores.’®** Na Amazdnia essa espécie ocorre em atas
densidades, principalmente em florestas, apresentando habitos no-
turnos. Os jovens ingerem presas exotérmicas e os adultos, presas
endotérmicas, ocorrendo portanto variagdo ontogenética para a
pegonha dessa espécie.’**® Os venenos de B. atrox sdo constituidos
principalmente por proteinas com atividade enzimatica, apresen-
tando variages tanto inter quanto intragspecificas.”° Esses vene-
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nos induzem reages locais imediatas como dor, edema, hemorra-
gia e mionecrose,? podendo levar a perda tecidua abundante, as-
sim como de parte ou de todo o membro atingido. Dentre as ativi-
dades biolégicas sistémicas destacam-se principalmente a
coagulante e a hemorrégica.??* Os antivenenos botrépicos neutra-
lizam principalmente os efeitos sistémicos induzidos pelos vene-
nos.?>?” Porém, os efeitos locais, particularmente o edema, ndo sio
neutralizados, dificultando o tratamento dos acidentados.

Alguns estudos mostram o uso popular de espécies vegetais
%" e a eficécia da heparina no tratamento das reagdes locais por
envenenamentos ofidicos.®“° A espécie Peltodon radicans é co-
nhecida popularmente por paracari,*** sendo encontrada na re-
gidio Amazonica principalmente em terrenos arenosos e matas de
terra firme.**“S Essa espécie tem sido usada em tratamentos de
asma, bronquite, coqueluche, inflamag6es dos rins e do figado,
afecgdes da pele e como vermifugo,*®#” além do uso no tratamen-
to de acidentes ofidicos.®® Das folhas foram isolados éteres de
cadeias longas, resinas, glucosideos e alcal6ides,® b-sitosterol,
estigmasterol, &cido ursélico® e mio-inositol®. Nenhum outro
estudo fitoquimico mais sistematico sobre P. radicans foi encon-
trado na literatura. Portanto, neste trabalho sdo descritos os estu-
dos do isolamento de constituintes quimicos e da atividade
antiedematogénica de diferentes partes dessa espécie vegeta (fo-
lhas, flores, caules e raizes) para estabelecer dentre seus principi-
0s ativos quais atuam como antiofidicos, sendo este o primeiro
relato do estudo de flores, caules e raizes desta espécie. Os estu-
dos fitoquimicos foram direcionados para isolamento de esterdides
e triterpenos pentaciclicos, considerando a vasta gama de ativi-
dades bioldgicas alegadas para estas duas classes de metabdlitos
secundarios.’*%¢
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PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos fitoquimicos gerais

Os pontos de fusdo ndo corrigidos foram determinados em um
aparelho Mettler, modelo FP80 a uma taxa de aquecimento de 2
°C/min. Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (1V)
foram obtidos em espectrometro Mattson Instruments — FTIR usan-
do pastilhas de KBr. Os espectros de RMN foram obtidos em
espectrometro Bruker Avance DRX 400, operando na frequiéncia
de 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C), otimizados para técnicas uni
(RMN de H, de 3C e subespectros DEPT 135) e bidimensionais
(*H,*H-COSY, 'H,*H-NOESY, H,2C-HMQC e 'H,*C-HMBC). Os
solventes CDCl,, CH,0D e CD,N foram empregados na dissolu-
¢do de quantidades variaveis de amostras, tendo TMS como pa-
dréo interno. Os deslocamentos quimicos foram registrados em
unidade d e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As andlises
por CG/EM foram realizadas em cromatografo Hewlett Packard
modelo HP5989A |1, acoplado a espectrémetro de massas Hewlett
Packard modelo 5989 A. As amostras foram energizadasa 70 eV e
submetidas a coluna metilsilicone de silica fundida (30 m/0,2 mm),
tendo hélio como gas de arraste em fluxo de 1,5 mL/min.

As cromatografias de adsorgdo em coluna (CC) foram redliza
das em colunas cilindricas de vidro de dimensdes dependentes da
quantidade de amostra cromatografada, empregando como fases
estacionarias silica gel 60 (70-230 mesh) da Merck, florisil da
Aldrich e Sephadex LH-20 da Sigma, submetidas a pressdo atmos-
férica. Nas cromatografias flash foram empregadas como fases
estacionarias silica gel 60 (230-400 mesch, UETC) e florisil da
Aldrich. As cromatografias em camada delgada (CCD) foram rea-
lizadas em placas de vidro recobertas por silica gel 60 G da Merck,
empregando luz UV (254 e 366 nm), vapores de iodo e solugéo
anisaldeido/écido sulfurico como reveladores. Os testes de
Liebermann-Burchard foram realizados para amostras dissolvidas
em cloroférmio, com adi¢do de gotas de anidrido acético e, lenta
mente, gotas de &cido sulfurico concentrado, apresentando colora-
¢do violeta/azul permanente para triterpenos pentaciclicos e colo-
ragdo esverdeada para esteréides.’

Material vegetal

O material vegetal de Peltodon radicans foi oriundo do muni-
cipio de Novo Airdo, estado do Amazonas (Latitude -2,62139 e
Longitude -60,94417). As coletas para estudos fitoquimicos e bio-
|6gicos foram realizadas respectivamente em janeiro de 2004 e
marco de 2006, ambas na parte da manha e no mesmo local, de
solo argiloso e com bastante capim. Uma exsicata da espécie foi
identificada pelo Dr. J. Lima (Depto. de Botanica do Instituto Na-
ciona de Pesquisas da Amazbnia — INPA), encontrando-se deposi-
tada no Herbério do INPA (n° 216.222).

Extracdo e isolamento dos fitoconstituintes

As diferentes partes da planta foram separadas e secadas, for-
necendo materiais moidos das folhas (Fo; 613,00 g), flores (FI;
366,20 g), caules (Ca; 1.054,20) e raizes (Ra; 206,65 g). A extra
¢do foi redizada sucessivamente em hexano e etanol a temperatura
ambiente. Apds evaporagdo dos solventes em rotavapor, foram obti-
dos respectivamente os extratos hexéanico (EH) e etandlico (EE)
das folhas: Fo-EH (7,1050 g) e Fo-EE (54,2533 g); flores: FI-EH
(3,4608 g) e FI-EE (4,7459 g); caules. Ca-EH (37,4070 g) e Ca-EE
(74,8357 g); raizes. Ra-EH (9,1710 g) e Ra-EE (2,8500 g). Os ex-
tratos foram submetidos a CC em coluna de silica gel, eluindo com
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hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol, em gradiente cres-
cente de polaridade. O fracionamento cromatogréfico foi acompa-
nhado por luz UV e as fragdes foram reunidas em grupos de acordo
com andlises por CCD de silica gel. As substancias foram analisa-
das por CG/EM e RMN. A Figura 1 apresenta as estruturas quimi-
cas dos fitoconstituintes isolados de Peltodon radicans, enquanto
na Tabela 1 sdo especificadas as suas quantidades relativas e a par-
te do vegetal do qual foram isolados.

As fragbes de Fo-EH eluidas com hexano foram reunidas e sub-
metidas a CC em silica gel. A eluicdo com hexano:diclorometano
(6:4) forneceu um sélido branco (12,8 mg), constituido por
hidrocarbonetos saturados (C,H,,, CH,, e C,H,). As fracbes
hexanicas de Ca-EH forneceram um sélido branco (65,5 mg), cons-
tituido por hidrocarbonetos saturados (C,H,, a C,H. ). As fragbes
hexanicas de Ra-EH foram reunidas e submetidas a CC em silica
gel. A eluicdo com hexano forneceu um sélido branco (5,0 mg),
congtituido por hidrocarbonetos saturados (C,H,, a C H., ).

As fragdes de FI-EH eluidas com hexano foram reunidas e
recristalizadas em etanol, fornecendo um sdlido (11,4 mg) consti-
tuido por hidrocarbonetos saturados (CH,, a CH,). As fragbes
eluidas com acetato de etila foram reunidas e submetidas a CC de
florisil. A fragdo eluida com diclorometano foi recristalizada em
hexano:diclorometano (7:3), fornecendo um sélido (10,1 mg) que
apresentou teste Leiberman-Burchard positivo para triterpenos
pentaciclicos (p.f.: 77,6-79,7 °C), constituido por: 3b-OH,b-amirina
(1, 42,9%) e 3b-OH,a-amirina (2, 57,1%).

A eluicdo do extrato Fo-EE com hexano:diclorometano (1:1)
forneceu um sélido que foi submetido a CC de silica gel. A fragéo
eluida com hexano:diclorometano (1:1) forneceu um solido bran-
co (8,6 mg), que apresentou teste Liebermann-Burchard positivo
para triterpenos pentaciclicos, identificado como a-amirina 2. As
fracbes de Fo-EE eluidas com diclorometano foram reunidas e sub-
metidas a CC em silica gel. A eluicdo com hexano:diclorometano
(4:6) forneceu seis fragdes com solidos brancos que foram
recristalizados separadamente em etanol e apresentaram teste
Liebermann-Burchard positivo para esteréides, constituidos por:
Fracdo 1 (3 mg; 3, 69,3%; 4, 30,7%); Fragdo 2 (9,7 mg; 3, 66,1%;
4, 33,9%); Fragdo 3 (80,6 mg; 3, 65,2%; 4, 34,8%); Fracdo 4 (34,2
mg; 3, 62,3%; 4, 37,7%); Fracdo 5 (17,7 mg; 3, 56,3%; 4, 43,7%);
Fracdo 6 (140,8 mg; 3, 46,2%; 4, 53,8%).

As fragBes de FI-EE eluidas com acetato de etila:etanol (1:1)
foram reunidas e submetidas a CC em silica gel. As fragdes eluidas
com diclorometano:etanol (9:1) foram reunidas e recristalizadas
em acetona, fornecendo um solido branco (8,5 mg), que apresen-
tou teste Liebermann-Burchard positivo para triterpenos
pentaciclicos, identificado como &cido ursdlico 5. As fragdes eluidas
com diclorometano:etanol (8:2) foram reunidas e recristalizadas
em acetona, fornecendo um sdlido branco (10,9 mg), que apresen-
tou teste Liebermann-Burchard positivo para triterpenos
pentaciclicos, identificado como 2a,3b,19a-tri-hidroxi-urs-12-en-
28-6ico (&cido torméntico, 6).

As fragBes de Ca-EE eluidas com acetato de etila foram reuni-
das e submetidas & CC de silica gel. As fracBes eluidas com
diclorometano foram reunidas e submetidas a CC de florisil. A
fracdo eluida com hexano:diclorometano (9:1) foi recristalizada
em etanol, fornecendo um solido branco (148,5 mg), que apresen-
tou teste Liebermann-Burchard positivo para esteréides, constitui-
do por 3 (36,5%) e 4 (63,5%). A fragdo eluida com hexano:
diclorometano (8:2) foi recristalizada em etanol, fornecendo um
sdlido branco (43,9 mg), que apresentou teste Liebermann-Burchard
positivo para esteréides, constituido por 3 (49,5%) e 4 (50,5%). As
fragOes eluidas com diclorometano:acetato de etila (1:1) foram reu-
nidas e recristalizadas em etanol, fornecendo um sélido branco
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Figura 1. Estruturas quimicas dos fitoconstituintes isolados de P. radicans

(45,1 mg), que apresentou teste Lieberman-Burchard positivo para
triterpenos pentaciclicos, identificado como 3b-hidroxi-28-ursolato
de metila (7).

As fragBes de Ra-EE eluidas com hexano:acetato de etila (9:1)
foram reunidas e recristalizadas em metanol, fornecendo um soli-
do branco (9,0 mg), que apresentou teste Liebermann-Burchard
positivo para esteréides (p.f.: 146,9-148,1 °C), constituido por 3
(58,5%) e 4 (41,5%). As fragbes eluidas com acetato de etila foram
reunidas e recristalizadas em etanol, fornecendo um sdlido branco
(2,9 mg), que apresentou teste Liebermann-Burchard positivo para
esteréides (p.f.: 282,9-285,6 °C), constituido por sitosterol-3-O-
b-D-glicopiranosideo (8, 31,2%) e estigmasterol-3-O-b-D-
glicopiranosideo (9, 68,8%).

3b-OH,b-Amirina (1)%®

Solido cristalino: RMN de **C (100 MHz; CDCI,) d, 145,2
(C-13), 121,8 (C-12), 79,1 (C-3), 55,2 (C-5), 47,8 (C-9), 47,3 (C-
18), 46,9 (C-19), 41,8 (C-14), 38,8 (C-1, C-4 e C-8), 37,2 (C-10 e
C-22), 34,8 (C-21), 33,4 (C-29), 32,8 (C-7), 32,5 (C-17), 31,1 (C-
20), 28,4 (C-28), 28,1 (C-23), 27,3 (C-2), 27,0 (C-16), 26,2 (C-15),
26,0 (C-27), 23,7 (C-30), 23,6 (C-11), 18,9 (C-26), 18,4 (C-6) e
15,6 (C-24 e C-25).

3b-OH,a-Amirina (2)*

Solido cristalino: p.f.: 78,0-81,1 °C (Lit. 78,8-80,3 °C); RMN
de **C (100 MHz; CDCl,) d_ 139,6 (C-13), 124,4 (C-12), 79,1 (C-
3), 59,1 (C-18), 55,2 (C-5), 47,7 (C-9), 42,1 (C-14), 41,5 (C-22),
40,0 (C-8), 39,6 (C-19 e C-20), 39,4 (C-1), 38,8 (C-4), 36,9 (C-
10), 33,7 (C-17), 32,9 (C-7), 31,9 (C-21), 28,7 (C-15), 28,1 (C-23
e C-28), 27,3 (C-2), 26,6 (C-16), 23,3 (C-11), 22,7 (C-27), 21,3
(C-30), 19,8 (C-6), 17,5 (C-29), 16,9 (C-26) e 15,5 (C-24 e C-25).

Acido ursdlico (5)%06!

Solido cristalino: pf.; 224,3-227,5 °C (Lit. 232,8-235,2 °C);
RMN de “C (100 MHz, MeOD) d. 1819 (C-28), 139,8 (C-13),
127,0 (C-12), 79,9 (C-3), 56,9 (C-5), 54,6 (C-18), 49,3 (C-17), 49,1
(C-9), 43,4 (C-14), 40,9 (C-8), 40,6 (C-4 e C-19), 40,2 (C-20),
39,9 (C-1), 38,3 (C-10 e C-22), 34,5 (C-7), 31,9 (C-21), 29,4 (C-

15), 28,9 (C-23), 28,1 (C-2), 25,5 (C-16), 24,5 (C-27), 24,2 (C-11),
21,7 (C-30), 19,4 (C-6), 17,9 (C-29), 17,7 (C-26), 16,5 (C-25) e
16,2 (C-24).

Acido 2z,38,19a-tri-hidr oxi-ur s-12-en-28-6ico (acido tor-
méntico, 6)%%

Solido branco: p.f.: 278,5-283,2 °C (Lit. 277,2 — 278,3 °C); IV
(KBr, cm™) n : 3435, 2930, 2878, 1690, 1460, 1379, 1262, 1233,
1156, 1048, 1033, 932, 866 e 802; RMN de *H (400 MHz; MeOD)
d, 5,20 (s, H-12), 3,50 (m, H-2), 2,81 (d, J=9,6 Hz, H-3), 2,48 (dd,
J=13,2 € 4,0 Hz, H-16a), 2,41 (s, H-18), 1,91 (m, H-11), 1,84 (dd,
J=12,1 e 4,2 Hz, H-1a), 1,71 (ddd, J=14,6, 13,6 e 4,2 Hz, H-15a),
1,65 (m, H-9), 1,63 (m, H-21a), 1,62 (m, H-22a), 1,53 (m, H-22b),
1,45 (m, H-6a), 1,42 (m, H-16b), 1,39 (m, H-6b), 1,27 (m, H-20),
1,24 (s, H-27), 1,13 (m, H-21b), 1,09 (s, H-29), 0,92 (s, H-25),
0,88 (m, H-15b), 0,84 (d, J=6,6 Hz, H-30), 0,82 (s, H-23), 0,78 (M,
H-1b), 0,77 (m, H-5), 0,71 (s, H-24) € 0,70 (s, H-26); RMN de **C
(100 MHz; MeOD) d, 181,1 (C-28), 140,3 (C-13), 129,4 (C-12),
84,3 (C-3), 73,8 (C-19), 69,7 (C-2), 56,9 (C-5), 55,3 (C-18), 48,8
(C-17), 48,7 (C-9), 48,3 (C-1), 43,2 (C-20), 41,3 (C-8), 40,7 (C-4),
39,4 (C-10), 39,2 (C-22), 34,3 (C-7), 29,7 (C-15), 28,8 (C-23), 27,4
(C-21), 27,2 (C-29), 26,8 (C-16), 25,0 (C-27), 24,9 (C-11), 19,8
(C-6), 17,7 (C-24), 17,6 (C-26), 17,1 (C-25) e 16,7 (C-30).

3B-Hidroxi-28-ursolato de metila (7)%

Solido cristalino: p.f.: 218,9-222,7 °C (Lit. 220,0 — 222,0 °C);
RMN de *C (100 MHz; MeOD) d_ 180,4 (C-28), 138,5 (C-13),
125,3 (C-12), 78,8 (C-3), 55,3 (C-5 e O-Me), 53,0 (C-18), 47,8 (C-
17), 47,7 (C-9), 42,1 (C-14), 39,6 (C-8), 39,2 (C-19), 39,0 (C-20),
38,8 (C-4), 38,7 (C-1), 37,1 (C-10), 37,0 (C-22), 33,1 (C-7), 30,9
(C-21), 28,2 (C-15 e C-23), 27,3 (C-2), 24,5 (C-16), 23,6 (C-27),
23,3 (C-11), 21,3 (C-30), 18,4 (C-6), 17,1 (C-29), 17,0 (C-26), 15,7
(C-25) e 15,5 (C-24).

Sitoster ol-3-O-3-D-glicopiranosideo (8)%>%®

Sdlido cristalino: RMN de *C (100 MHz; DMSO-d,) d. 140,5
(C-5), 121,2 (C-6), 100,8 (C-1'), 76,9 (C-3), 76,8 (C-2'), 73,5 (C-
5), 70,1 (C-3 e C-4), 61,1 (C-6"), 56,3 (C-14), 55,3 (C-17), 49,6
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Tabela 1. Rendimento de obtengéo das substancias isoladas nos
diferentes extratos de P. radicans

Extrato Substancia Massa Rendimento
(massa) (mg) (%)
Fo-EH Hidrocarbonetos 12,8 0,18
(7,1050 g)
Fo-EE a-Amirina (2) 8,6 0,02
(54,2533 @) b-Sitosterol (3) 157,4 0,29
Estigmasterol (4) 128,6 0,24
FI-EH Hidrocarbonetos 11,4 0,33
(3,4608 g) b-Amirina (1) 4,3 0,12
a-Amirina (2) 58 0,17
FI-EE Acido ursdlico (5) 8,5 0,18
(4,7459 g) Acido torméntico (6) 10,9 0,23
Ca-EH Hidrocarbonetos 65,5 0,18
(37,4070 g)
Ca-EE b-Sitosterol (3) 75,9 0,10
(74,8357 g) Estigmasterol (4) 116,5 0,16
3b-Hidroxi-28-ursolato 45,1 0,06
de metila (7)
Ra-EH Hidrocarbonetos 5,0 0,05
(9,1710 g)
Ra-EE b-Sitosterol (3) 53 0,19
(2,8500 @) Estigmasterol (4) 3,7 0,13
Sitosterol-3-O-b-D- 0,9 0,03
glicopiranosideo (8)
Estigmasterol-3-O-b-D- 2,0 0,07

glicopiranosideo (9)

Fo= folha; Fl= flor; Ca= caule; Ra= raiz; EH= extrato hexanico;
EE= extrato etandlico

(C-9), 45,2 (C-24), 41,8 (C-4 e C-13), 39,2 (C-12), 36,8 (C-1),
36,2 (C-10), 35,5 (C-20), 33,4 (C-22), 31,4 (C-8), 31,3 (C-7 e C-
2), 28,7 (C-25), 27,8 (C-16), 25,5 (C-23), 24,9 (C-15), 22,6 (C-28),
20,6 (C-11), 19,8 (C-26), 19,1 (C-19), 18,6 (C-21 e C-27), 11,9 (C-
29) e 11,7 (C-18).

Estigmaster ol-3-O-3-D-glicopir anosideo (9)%"

Sdlido cristalino: RMN de *C (100 MHz; DMSO-d,) d. 140,5
(C-5), 138,0 (C-22), 128,8 (C-23), 121,2 (C-6), 100,8 (C-1'), 76,9
(C-3), 76,8 (C-2'), 73,5 (C-5'), 70,1 (C-3 e C-4), 61,1 (C-6"),
56,2 (C-14), 55,4 (C-17), 50,6 (C-24), 49,6 (C-9), 41,9 (C-4 e C-
13), 40,1 (C-20), 39,2 (C-12), 36,8 (C-1), 36,2 (C-10), 31,4 (C-8 e
C-25), 31,3 (C-2 e C-7), 29,3 (C-16), 24,9 (C-15 e C-28), 21,1 (C-
21), 20,9 (C-26), 20,6 (C-11), 19,1 (C-19), 18,6 (C-27), 12,1 (C-
29) e 11,8 (C-18).

Atividade antiedematogénica

Imediatamente apds a coleta do materia vegetal, asfolhas (317,72
0) e flores (145,13 g) foram maceradas, espremidas e 0s sumos
liofilizados, obtendo-se os extratos macerados M-Fo (63,54 g) e M-
Fl (88,80 g), respectivamente. A amostra de pegonha de Bothrops
atrox foi extraida de uma fémea adulta procedente do municipio de
Presidente Figueiredo, estado do Amazonas. A pegonha liofilizada
foi cedida pelo Nucleo de Animais Pegonhentos do Instituto de Me-
dicina Tropical de Manaus. Os camundongos utilizados foram ndo-
isogénicos, fémeas, pesando entre 18 e 22 g, procedentes do Biotério
do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas — ICB, UFAM. Esses ani-
mais foram mantidos em gaiolas de pléstico a temperatura ambien-
te, recebendo racdo apropriada e agua a vontade.
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Para determinacdo da atividade bloqueadora da ag&o
edematogénica do veneno de Bothrops atrox®® foram formados sete
grupos com quatro animais por grupo. Seis grupos de camundon-
gos receberam os extratos de M-Fo ou M-Fl nas doses de 7,0, 3,5 e
1,75 mg/mL, e um grupo foi usado como controle. As suspensdes-
mae utilizadas nos preparos das doses foram feitas pesando-se de
cada extrato 70 mg, que foram diluidos, separadamente, em 1 mL
de solugdo salina. As doses dos extratos testadas nos experimentos
corresponderam as usadas popularmente nos acidentes por serpen-
tes peconhentas em humanos. Todos os grupos de camundongos
receberam a dose equivalente a trés vezes a dose minima
edematogénica (DME) do veneno (3 x 1,2 ng/anima — anterior-
mente determinada para esta amostra de veneno), no coxim plantar
da pata traseira direita (pata experimental), em um volume de 50
L. No coxim plantar, da pata contralateral (pata controle) foram
aplicados 50 L. de solugdo salina. As diferentes doses dos extratos
vegetais foram injetadas por via intraperitoneal no tempo zero, em
um volume de 500,0 ni.. Os animais do grupo controle receberam
solugdo salina (500,0 nlL) pela via intraperitoneal. As mensuragdes
das patas foram realizadas nos tempos de 2, 4 e 6 h apds aplicacdo
do veneno, com auxilio do paquimetro digital Mitutoyo. O edema
foi expresso em percentagem, pela diferenca entre as espessuras
do coxim da pata experimental e da pata controle, dividida pela
espessura do coxim da pata controle, multiplicado por 100, confor-
me Equaggo 1 (onde V % € o aumento percentual do volume podal,
sendo V. e V, os volumes final e inicial das patas medidas, respec-
tivamente).

V%= [(V,~V)/V] x 100 (1)

Aliquotas dos extratos obtidos da primeira coleta foram sub-
metidas aos testes de bloqueio da agdo edematogénica do veneno
de Bothrops atrox. Os extratos Fo-EE e Ca-EE (100 nlL) foram
diluidos em 900 nl de solugdo salina. O extrato FI-EE (100 i)
foi diluido em 800 i de solugdo salinae em 100 ni de Twenn 20.
Os experimentos seguiram a mesma metodologia descrita acima.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudo fitoquimico

Todos os hidrocarbonetos saturados isolados foram caracteriza-
dos por CG/EM. O esqueleto de triterpenos pentaciclicos do tipo
oleonano de 1 foi proposto pela andlise dos dados de RMN e compa-
racédo com dados da literatura para 3b-OH-b-amirina.® O carbono
metilico C-28 de 2 foi confirmado pela corredlagdo HMBC do sina
em d, 5,13 (m, H-18) com o sinal de carbono em d_ 28,1 (C-28).
Andlises por RMN indicaram o esqueleto de triterpenos pentaciclicos
do tipo ursano para 2, estando de acordo com dados descritos na
literatura para a-amirina® As estruturas dos esteréides 3 e 4 foram
determinadas pelas andlises por RMN e comparagdo com dados des-
critos na literatura para b-sitosterol™ e estigmasterol,” respectiva-
mente. Analises por RMN indicaram o esqueleto de triterpenos
pentaciclicos do tipo ursano para 5, estando de acordo com dados
descritos na literatura para &cido ursdlico.506

A caracterizagdo estrutural de 6 foi baseada em analises por
RMN 1D e 2D. Pelo mapa de contornos HMBC verificou-se que
H-12 (d,, 5,20) apresentou correlagbes com os carbonos de d . 140,3
(C-13), 55,3 (C-18), 48,7 (C-9), 43,0 (C-14) e 24,9 (C-11) e pelo
mapa de contornos COSY com os hidrogénios de d,, 2,41 (s, H-18)
e 1,91 (m, H-11). O hidrogénio H-18 (d, 2,41) correlaciona-se por
HMBC com os carbonos de d. 181,9 (C-28), 140,3 (C-13), 129,4
(C-12), 73,8 (C-19), 43,2 (C-20), 43,0 (C-14), 39,2 (C-22), 27,2
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(C-29) e 26,8 (C-16), enquanto por NOESY apresenta correl agoes
com os hidrogénios de d, 0,70 (s, H-26) e 1,09 (s, H-29). Esse
ultimo hidrogénio correlaciona-se por HMBC com os carbonos de
d. 73,8 (C-19), 55,3 (C-18) e 43,2 (C-20) e aindapor NOESY apre-
senta correlagdes com o hidrogénio de d, 1,27-1,24 (m, H-20).

O hidrogénio H-2 (d,, 3,50) correlaciona-se por HMBC com os
carbonos de d_ 84,3 (C-3), 48,3 (C-1), 40,7 (C-4) e 39,4 (C-10),
apresentando por COSY correlagbes com os hidrogénios de d,, 2,81
(d, J=9,6 Hz, H-3), 1,84 (dd, J=12,1 e 4,2 Hz, H-14) € 0,78 (m, H-
1b) e por NOESY correlagbes com os hidrogénios de d,, 0,82 (s, H-
23), 0,92 (s, H-25) € 0,78 (m, H-1b).

O hidrogénio H-3 (d,, 2,81) correlaciona-se por HMBC com os
carbonos de d,, 69,7 (C-2), 56,9 (C-5), 48,3 (C-1), 40,7 (C-4), 28,8
(C-23) e 17,7 (C-24), apresentando por NOESY correlagdes com os
hidrogéniosded, 0,77 (m, H-5) 1,84 (dd, J=12,1e4,2Hz, H-14). O
hidrogénio H-25 (d,, 0,92) apresenta por HMBC correlagbes com os
carbonos ded, 56,9 (C-5), 48,3 (C-1), 39,4 (C-10) e48,7 (C-9), apre-
sentando por NOESY correlagéio com o hidrogénio ded, 0,70 (s, H-
26). Esse Ultimo hidrogénio apresentapor HMBC correl agdes com os
carbonos de d,, 48,7 (C-9), 43,0 (C-14), 41,3 (C-8) € 34,3 (C-7). As
demais atribuicGes dos sinais de RMN de *H e de *C do &cido
torméntico foram realizadas por comparagdo com dados da literatu-
ra62,63

Andlises por RMN indicaram também o esqueleto de triterpenos
pentaciclicos do tipo ursano para 7, estando de acordo com dados
descritos na literatura para 3b-hidroxi-28-ursolato de metilef. As
estruturas dos esterdides 8 e 9 foram determinadas pelas andlises
por RMN e comparagdo com dados descritos na literatura para
sitosterol-3-O-b-D-glicopiranosideo® e estigmasterol-3-O-b-D-
glicopiranosideo,®”% respectivamente.

A Tabela 1 mostra o rendimento de obtencdo das substancias
isoladas nos diferentes extratos da planta. Misturas dos esterdides
3 e 4 foram isoladas de Fo-EE, Ca-EE e Ra-EE, sendo também
isolados os esterdides glicosilados 8 e 9 neste Ultimo extrato. Po-
rém, esses esteréides ndo foram encontrados nas flores. Triterpenos
pentaciclicos foram isolados em maiores proporgdes nas flores,
sendo 1 e 2 de FI-EH e 5 e 6 de FI-EE. Proporces, relativamente,
pequenas dos triterpenos pentaciclicos 2 e 7 foram isolados res-
pectivamente de Fo-EE e Ca-EE.

Atividade antiedematogénica

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos nos testes de bloqueio
da acdo edematogénica com os extratos Fo-EE, FI-EE e Ca-EE e as
mensuragdes das patas em diferentes tempos apds as aplicacOes.
Ap6s 2 h, apenas FI-EE apresentou agdo bloqueadora, pois reduziu
23,39% da atividade edematogénica do veneno de Bothrops atrox,
em relagdo aos animais controle. Essa agdo bloqueadora foi mais
eficaz na 4 e 6® h (34,67 e 57,38%, respectivamente). Ja o extrato
Ca-EE apresentou fraca agdo bloqueadora na dose testada (22 h = -
17,33%,; 42 h = 7,44% e na 62 h = 20,89%) e 0 extrato Fo-EE nao foi
eficaz em bloguear a agdo edematogénica induzida pelo veneno de
B. atrox. Os valores negativos do bloqueio da agdo edematogénica
apresentados nesta tabela podem ser interpretados como
potencializagdo do efeito edematogénico.

A Tabela 3 expressa os resultados obtidos dos testes de blo-
queio da agdo edematogénica 2 e 4 h apds a aplicacdo dos extratos
obtidos de acordo com o uso popular de M-Fo e M-Fl nas concen-
tragdes de 7,0; 3,5 e 1,75 mg/mL em solugdo salina. Apenas na 4
h, M-Fo apresentou atividade bloqueadora nas concentragdes de
1,75 e 7,0 mg/mL. Esses resultados indicam efeito pouco eficaz de
M-Fo na neutralizag8o da atividade edematogénica do veneno.

Por outro lado, M-Fl apresentou atividade antiedematogénica

Quim. Nova

Tabela 2. Blogueio da atividade edematogénica do veneno de
Bothrops atrox pelos extratos FI-EE, FO-EE e Ca-EE em relagdo
aos animais controle, nos diferentes tempos apds a aplicagdo

Tempo apos aplicagdo % de Bloqueio dos Extratos

Fo-EE FI-EE Ca-EE
2h -49,65 23,39 -17,33
4h -51,45 34,67 7,44
6h -24,62 57,38 20,89

Fo= folha; Fl= flor; Ca= caule; Ra= raiz; EH= extrato hexanico;
EE= extrato etandlico.

efetiva, dose-dependente, nos diferentes tempos observados. Por-
tanto, os testes indicam que as flores apresentam maior concentra-
¢do de composto(s) eficaz(es) em bloquear a agdo edematogénica
do veneno de Bothrops atrox que os extratos obtidos das outras
partes da espécie vegetal (folhas e caule).

Tabela 3. Bloqueio da atividade edematogénica do veneno de
Bothrops atrox pelos extratos M-Fo e M-FI em relagdo aos animais
controle, em concentragBes variaveis e diferentes tempos ap6s a
aplicagéo

Tempo apés  Concentragdo % de Bloqueio dos Extratos
aplicagéo (mg/mL) M-Fo M-Fl
2h 1,75 1,05 49,74
3,5 1,22 60,36
7,0 1,66 65,19
4h 1,75 15,16 57,26
3,5 26,97 61,90
7,0 14,57 82,73

M-Fo= macerado das folhas; M-FI= macerado das flores.

Estudos mostram que esteréides apresentam atividades
antiinflamatérias,” podendo ser relacionadas com a neutralizagéo
do efeito letal dos venenos brotépicos.”® No entanto, os extratos
das flores ndo forneceram os esterdides 3, 4, 8 e 9 (Tabela 1) mas
apresentaram maiores efeitos de DME (Tabelas 2 e 3). Assm sen-
do, ndo é possivel relacionar essas substancias com a atividade
DME estudada das flores.

Os efeitos anti-hiperalgésico de 2 tém sido observados nas do-
res inflamatérias persistentes.™ Alguns estudos mostram que 1 e 2
apresentam atividades similares aos corticéides.” A atividade
antiinflamatéria dos triterpenos tem sido atribuida a presencga de
grupos carboxilicos e hidroxilicos em posic¢bes especificas nas
interagdes de receptores glucocorticéides. Nos casos de 1 e 2, a
atividade antiinflamatéria tem sido atribuida a posi¢do do grupo
hidroxila em C-3, com efeitos antiinflamatérios localizados.” Nos
extratos das flores foram encontrados esses dois triterpenos (Tabe-
la 1), o que poderia ser relacionado com a atividade
antiedematogénica de FI-EE e M-Fl (Tabelas 2 e 3).

O é&cido ursdlico 5 é encontrado amplamente no reino vegetal,
apresentando diversas propriedades farmacolégicas, como
antiedematogénica e antiinflamatéria.””#? Por sua vez, o acido
torméntico 6 é menos freqliente em espécies vegetais,®® apresen-
tando também atividade antiinflamatéria® Esses dois triterpenos
foram encontrados apenas nas flores a 0,18 e 0,23%, respectiva-
mente. Ambas as proporgdes sdo relativamente altas, permitindo
relacionar 5 e 6 com a atividade antiedematogénica de Peltodon
radicans verificada popularmente e confirmada pelos testes biol6-
gicos realizados neste trabalho.
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CONCLUSAO

Nos extratos das folhas, caules e raizes de Peltodon radicans
foram identificados os esterdides 3, 4, 8 e 9, além de proporgdes
relativamente pequenas dos triterpenos pentaciclicos 2 e 7. Esses
extratos apresentaram menores atividades antiedematogénicas que
0 extrato das flores. Os testes de DME indicaram que o extrato das
flores de Peltodon radicans apresentou eficécia significativa na
neutralizagdo da atividade edematogénica do veneno de Bothrops
atrox. Além disso, a agdo bloqueadora da atividade edematogénica
desse extrato aumentou tanto com o tempo de aplicagdo quanto com
a concentragdo do extrato (dose-resposta). Portanto, os resultados
estéo de acordo com algumas das informagdes etnofarmacol gicas
dessa espécie vegeta. Os triterpenos pentaciclicos 1, 2, 5 e 6, iden-
tificados nos extratos das flores, podem estar relacionados com o
bloqueio da atividade edematogénica pela P. radicans.
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