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Epigrafe

No meio da praga e de uma e outra banda do rio,
estava a drvore da vida, que produz doze frutos,
dando o seu fruto de més em més, e as folhas

da drvore sdo para a saiide das nagoes.

Ap. 22.2
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Resumo

A maioria dos acidentes com serpentes na regido Amazonica envolve a espécie Bothrops
atrox, cujo veneno apresenta as atividades edematogénica e necrética mais potentes no género.
Este trabalho descreve o estudo do isolamento dos constituintes quimicos e da atividade
antiedematogénica de Peltodon radicans (Lamiaceae), espécie vegetal que é usada no tratamento
de picadas de serpentes e escorpides na regido. O extrato apresentou hidrocarbonetos alifaticos,
3-OH, S-amirina (1), 35-OH, a-amirina (2), g-sitosterol (3), estigmasterol (4), &cido ursélico (5),
acido 2a,34,19¢-tri-hidroxi-urs-12-en-28-0ico (&cido torméntico 6), 3p-hidroxi,28-metil-
ursolato de metila (7), 3-O-pB-D-glicopiranosil-sitosterol (8) e 3-O-p-D-glicopiranosil-
estigmasterol (9). Os extratos das flores apresentaram maiores atividades edematogénicas. Este é

0 primeiro registro do estudo das flores, caules e raizes dessa planta.

Palavras-chaves: Plantas medicinais; Jararaca (cobra); veneno.
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Abstract

Most of the snakebite incidents in the Amazon region involve the 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 aliphatic hydrocarbons, 34-OH, f-amirin (1),
3-OH,a-amirin (2), p-sitosterol (3), stigmasterol (4), ursolic acid (5), 2¢,34,19c-trihydroxy-
urs-12-en-28-oic acid (tormentic acid, 6), methyl 34-hydroxy,28-methyl-ursolate (7), sitosterol-
3-O-p-D-glucopyranoside (8), and stigmasterol-3-O-3-D-glucopyranoside (9). The flower
extracts presented the largest antiedematogenic activity. This is the first report on the study of the

flowers, stem, and roots of this plant.

Keywords: Medicinal plants; Jararaca (snake); poison.
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No Brasil, em torno de 20 mil acidentes ofidicos por ano séo registrados por espécies
pertencentes principalmente ao género Bothrops (jararacas). Os sinais e sintomas no
acidentado envolvem inducéo geralmente a manifestacdes locais e sistémicas, frequentemente
dor, edema, hemorragia e alteracdo da coagulacdo sangiinea. Varias espécies vegetais sao
usadas popularmente como antiofidicas e que tiveram eficacia comprovada. Assim, tem-se
Eclipta prostata, testada contra veneno de espécies dos géneros Bothrops e Crotalus
(cascavéis), neutralizando a acdo hemorragica e as atividades letais e miotoxicas. Curcuma
longa foi testada contra o veneno de Bothrops jararaca, neutralizando a sua acgdo letal e
hemorragica. Peltodon radicans (paracari) possui varios usos pela medicina popular,
principalmente o tratamento de asma, bronquite, coqueluche, inflamagbes dos rins e do
figado, afecdes da pele e como vermifugo. Além disso, essa espécie é muito utilizada também
no tratamento de acidentes ofidicos na regido Amazonica. O contuso dessa espécie foi testado
contra o veneno de Bothrops atrox, neutralizando 34,6% da atividade edematogénica e 28,6%
da atividade fosfolipéasica.

P. radicans distribui-se amplamente no Brasil, sendo encontrada em terrenos arenosos e
matas de terra firme na regido Amazonica. Em estudos fitoquimicos de suas folhas foram
identificados sitosterol e &cido ursolico, além de mio-inositol. Entretanto, nenhum outro
estudo quimico mais sistematico tem sido descrito sobre essa espécie. Desta forma, tendo em
vista a necessidade de busca de novas alternativas para o tratamento de acidentes ofidicos,
principalmente em regides que apresentam tanto alta incidéncia de acidentes quanto fatores
geograficos e de infra-estrutura que dificultam o atendimento de acidentados, este trabalho
tem por objetivo o estudo quimico de P. radicans, biomonitorado por testes biologicos, para
determinacdo de extratos, fracOes e/ou fitoconstituintes de diferentes partes da planta (raiz,
flores, caule e folhas) com atividades anti-edematogénica. No caso dos fitoconstituintes
isolados, as determinacOes serdo realizadas para relacionar com as atividades bioldgicas

alegadas.
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Para o estudo proposto, pretende-se realizar a obtencéo de extratos de diferentes partes
de P. radicans; fracionamento cromatografico dos extratos, principalmente daqueles que se
apresentarem positivos aos testes bioldgicos; purificacdo e identificacdo por métodos
espectroscopicos e espectrométricos dos fitoconstituintes isolados; analise conformacional por
RMN e realizacdo de testes de atividades biologicas (edematogénica) dos extratos, das fracoes
e/ou fitoconstituintes isolados. Desta forma, através deste trabalho, espera-se que as
informacdes obtidas pelos estudos propostos permitam contribuir para o conhecimento
fitogquimico de P. radicans e inferir sobre a relacdo estrutura quimica e atividades bioldgicas
de seus constituintes.

No Capitulo | sdo introduzidas informacdes sobre (i) as serpentes, especialmente
Bothrops atrox, (ii) os sinais e sintomas do envenenamento e (iii) as plantas com atividades
antiofidicas, especialmente Peltodon radicans. Os procedimentos experimentais empregados
sdo descritos no Capitulo 11, contendo os materiais e métodos, a parte fitoquimica, além da
parte dos testes de atividade antiedematogénica.

Os resultados dos estudos fitoquimicos sdo apresentados no Capitulo 11, abordando o
fracionamento cromatografico dos extratos hexanicos e etandlicos das folhas, flores, caules e
raizes do material vegetal, descrevendo também os dados fisicos e quimicos dos
fitoconstituintes isolados. No capitulo IV sdo apresentadas as analises estruturas desses
fitoconstituintes.

Finalmente, a analise dos testes bioldgicos é apresentada no Capitulo V. Os testes de
atividade edematogénica sdo analisadas para os extratos etandlicos obtidos por procedimentos
fitoquimicos, incluindo também testes com extratos macerados obtidos conforme informagoes

etnofarmacologicas.
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1. As Serpentes

De acordo com a literatura, as serpentes sdo vertebradas, ectotérmicas e carnivoras, que
pertencem ao grupo dos repteis. Podem ser classificadas em dois grupos basicos: as
peconhentas e as ndo peconhentas (Esquema 1.1)Y. As serpentes ndo peconhentas sio aquelas
que possuem a glandula produtora do veneno, que ndo é inoculado com facilidade na presa ou
ndo tem atividade toxica consideravel. Seus representantes sao geralmente ativos, rapidos e de
habitos noturnos, ndo possuem presas anteriores e fosseta loreal (6rgao termorreceptor situado
entre 0 olho e a narina), mas possuem pupilas circulares. A cabeca ndo se destacada do corpo e

a cauda afina progressivamente?.

FOSSETA LOREAL
| 1
AUSENTE PRESENTE
_I_I I I
anéis coloridos Cauda lisa Cauda com Cauda com
(pretos, brancos e escamas chocalho
vermelhos) arrepiadas
I
Micrurus Bothrops Lachesis Crotalus
NAO PECONHENTAS PECONHENTAS

Esquema 1.1. Classificacdo das principais serpentes encontradas no Brasil entre peconhentas e

ndo pegonhentas, em funcao da presenca de fosseta loreal.



Introdugéo 6

As serpentes peconhentas sdo aquelas que conseguem inocular seu veneno no corpo de
uma presa ou vitima, sendo identificadas por trés caracteristicas fundamentais. Uma é a
presenca de fosseta loreal (Figura 1.1). Outra é presenca de guizo ou chocalho no final da
cauda. A terceira € a presenca de anéis de cores variadas, frequentemente vermelhos, pretos,

brancos ou amarelos?.

Figura I.1. Fosseta loreal de serpentes.

As serpentes peconhentas do género Bothrops, Crotalus e Laquesis possuem dentes
inoculadores bem desenvolvidos, pupilas em fenda, cabecas triangulares destacadas do corpo,
caudas que se afinam abruptamente, habitos noturnos e costumam ser vagarosas®. Além disso,
sdo providas de fosseta loreal que indica que a serpente é peconhenta (Esquema 1.1). Apesar de
as serpentes do género Micrurus serem pecgonhentas, possuem dentes inoculadores pouco
desenvolvidos e ndo possuem fosseta loreal®.

Estima-se a existéncia de 3 mil espécies de serpentes no mundo, das quais de 10 a 14%
sdo consideradas peconhentas®. Segundo a Organizacio Mundial de Saude, em torno de 2,5

milhdes de acidentes envolvendo serpentes peconhentas ocorrem anualmente no mundo, com
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125 mil mortes®. Os acidentes causados por serpentes peconhentas representam um enorme
problema de salde publica, pela freqliiéncia com que ocorrem e pela morbi-mortalidade que
ocasionam’, especialmente em paises tropicais.

A mortalidade dos acidentados varia nas regides do mundo®. Na Europa, EUA e
Canada, os acidentes ofidicos s@o relativamente raros, com hospitalizacdo de 90% dos 8 mil
acidentados por ano, sendo de 15 a 30 dos casos fatais. Na Africa, a prevaléncia de acidentes
ofidicos é subestimada devido ao sistema de notificacdo ser impreciso, sendo registrados cerca
de 500 mil acidentados por ano, com 40% dos casos hospitalizados e 20.000 6bitos®. Na Asia,
principalmente india, Paquistdo e Birmania, os acidentes ofidicos provocam de 25 a 35 mil
Obitos por ano, com alta incidéncia envolvendo a espécie Vipera russelli®. No Japdo, a
incidéncia geral é de aproximadamente de 1/100 mil habitantes e a letalidade € inferior a 1%.
Na Australia, estima-se uma incidéncia entre 3 e 18 casos por 100 mil habitantes, sendo as
serpentes dos géneros Pseudonaja e Notechis responsaveis pela maioria dos casos letais®.

Segundo dados do Ministério da Salde ocorrem no Brasil entre 19 e 22 mil acidentes
ofidicos por ano, com aproximadamente 0,45% de letalidade!®. A Coordenacgdo Nacional de
Controle de Zoonoses e Animais Peconhentos (CNCZAP) do Ministério da Saude levantou
81.611 acidentes no periodo de 1990 a 1993, com um coeficiente de incidéncia de 13,5
acidentes/100 mil habitantes (veja Quadro 1.1). A regido Centro-Oeste apresentou 0 maior
indice por regido, sendo 33 acidentes/100 mil habitantes®.

A identificacdo das serpentes entre pegonhentas e ndo pegonhentas permite o
conhecimento das espeécies por regides, o uso de procedimentos terapéuticos especificos e
estabelece o antiveneno a ser administrado. No caso do género da serpente ter sido informado,
Bothrops foi responsavel por 90,5%, Crotalus 7,7%, Lachesis 1,4% e Micrurus 0,4% dos
acidentes, sendo a maior taxa de letalidade envolvendo serpentes das espécies do género

Crotalus (1,87%)%1°.
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Quadro 1.1. Acidentes ofidicos registrados no Brasil entre 1990 e 1993*

DISTRIDUICAO CASOS % OBITOS %
Bothrops 59.619 73,1 185 0,31
Crotalus 5.072 6,2 95 1,87
Lachesis 939 11 9 0,95
Micrurus 281 0,3 1 0,36
Né&o informados 13.339 16,3 69 0,52

N&o pegonhentos 2.361 3,0 - -
TOTAL 81.611 100 359 0,45

(*) Adaptado da Coordenacdo Nacional de Controle de Zoonoses e Animais Peconhentos
(CNCZAP) do Ministério da Saude

1.2 Serpentes do Género Bothrops

O género Bothrops é constituido por aproximadamente 30 espécies de serpentes
distribuidas em todo o Brasil. As espécies mais conhecidas sdo: B. atrox, encontrada no norte
do Brasil; B. erythromelas, na regido nordeste; B. neuwiedi, em todas as regides, exceto na
regido Norte; B. jararaca, na regido sul e sudeste; B. jararacussu, no cerrado da regido central
e em florestas tropicais do sudeste; B. brazili na regido Amazonica e B. alternatus no sul do
pais>®!. A Figura 1.2 mostra exemplares adultos de B. erythromelas, B. brazili e B.
jararacussu'?.

Seus representantes possuem cauda lisa e ndo tém chocalho, cores muito variadas que
dependem da espécie e da regido onde vivem. Habitam zonas rurais e periféricas das grandes
cidades, preferindo ambientes Umidos como matas e areas cultivadas e locais onde haja
facilidade para proliferacdo de roedores (paidis, celeiros e depositos de lenhas). Tem habitos

predominantemente noturnos ou crepusculares®1%2,
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(a)

(b)

(©)

Figura 1.2. Exemplar adulto de espécies do género Bothrops: (a) B. erythromelas,
(b) B. brazili e (c) B. jararacussu (Foto: Paulo F. Buhrnheim).
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1.3. Bothrops atrox

A espécie Bothrops atox (Figura 1.3) é conhecida popularmente como surucucurana,
jararaca-do-norte, acuamboia, cuambdia, comboia ou jararaca-do-rabo-branco!>!3, Dentre suas
principais caracteristicas, destacam-se por serem agressivas e apresentarem cabeca
subtriangular lanceolada com focinho pontudo, olhos moderados com pupila vertical, nasal
dividido, fosseta loreal, denticdo solenoglifa e escudos pequenos da parte superior da cabeca,
carenados, mais ou menos arredondados anteriormente e afilados posteriormente. As escamas
sdo dorsais em 23 a 29 filas, com reducdo fortemente carenadas, afiladas e imbricadas. A
coloracdo apresenta padrdo variavel entre os individuos, 0s sexos e nos jovens. Alguns
exemplares apresentam marcas em “V” truncado e inverso, orladas por uma faixa amarelada
clara no dorso e, na parte terminal, uma mancha amarelada. Por sua vez, outras tém contornos
ausentes ou mal definidos dos triangulos truncados em todo o corpo, a coloracdo é acinzentada
com manchas negras e brancas'*. Possuem porte médio a grande, podendo alcancar quase 1,50
m de comprimento e cauda de 11,2% a 16,7% do comprimento total. S&o viviparas, podendo

ter mais de 40 filhotes de uma sé vez®®.

http://www.wikipedia.org/
Figura 1.3. Exemplar adulto de B. atrox.
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Representantes dessa espécie sdo encontradas nas regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e
na regido Amazonica, tanto nas florestas como em regifes de vegetacdo secundaria, capoeiras,
locais inundados e areas com atividades agropastoris'®. Na Amazoénia, Bothrops atrox ocorre
em altas densidades, em varios habitats (principalmente florestas), € normalmente noturna,
embora seja encontrada eventualmente em atividade de dia). Quando ativa ou em repouso,
utiliza tanto o chdo quanto a vegetagdo e forrageia usando tatica de espreita'®. A dieta é
generalista, consumindo centopéias, anuros, ras, lagartos, aves e mamiferos. Representantes
dessa espécie apresentam mudanca ontogenética. Quando jovens alimentam-se principalmente
de presas exotérmicas e 0s adultos ingerem principalmente presas endotérmicas, sendo, por

isso, a peconha das serpentes jovens diferente das adultas®>1’,

1.4. Sinais e Sintomas do Envenenamento Botropico

A literatura relata que as peconhas de serpentes séo, provavelmente, os mais complexo
de todos os venenos, podendo desempenhar diversas funcGes na natureza. As fungdes
defensivas sdo observadas em alguns lepiddpteros (taturanas). As funcdes alimentares sdo
observadas nas serpentes, escorpides e aranhas, sendo utilizados na imobilizacdo e no inicio da
digestdo da presa. As funcbes de ataque com intuito de defesa sdo observadas em formigas,
vespas e abelhas, na protecio de suas coldnias, e em serpentes?®,

Os venenos de serpentes contém vinte ou mais componentes diferentes, sendo que mais
de 90% do peso seco do veneno é constituido por proteinas, correspondendo grande variedades
de enzimas, toxinas ndo-enzimaticas e proteinas ndo-toxicas®. Sdo produzidos em glandulas
especializadas capazes de sintetizar e secretar uma grande quantidade de substancias

biologicamente ativas, compostas principalmente por polipeptideos. Varias dessas substancias
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analisadas apresentam efeitos biologicos diversificados'®. As acdes bioldgicas dos venenos de
serpentes do género Bothrops mostraram variagdes interespecificas!®.  Variacoes
intraespecificas nos constituintes e nas acbes biologicas tém sido verificadas também no
veneno de Bothrops atrox?%:2L,

Historicamente, os venenos tém sido classificados de acordo com a atividade
farmacologica predominante, ou seja, como miotdxicos, neurotoxicos, hemorragicos ou
coagulantes, dentre outros?. Os venenos botrépicos induzem normalmente a um quadro
fisiopatoldgico caracterizado por reacbes locais imediatas como hemorragia, edema, dor e
mionecrose que se desenvolvem rapidamente no local, apds a inoculagio do veneno?®2

A dor costuma ser imediata e de intensidade variavel no local da inoculagdo do veneno,
estendendo-se por tudo o membro nas horas seguintes. A mionecrose é causada diretamente
pela acdo direta de miotoxinas sobre a membrana plasmatica das células musculares e,
indiretamente, pelo desenvolvimento de isquemia resultante de drasticas alteracbes induzidas
por esses venenos sobre a microvasculatura e artérias intramusculares. A hemorragia local no
envenenamento botropico resulta da acdo de metaloproteinases de relativa alta massa molecular
que agem diretamente sobre os capilares, induzindo extravasamento. O edema local é também
uma caracteristica da injecdo de venenos botrépicos. Esse efeito é devido provavelmente a acdo
direta de componentes do veneno sobre a microvasculatura, aumentando a permeabilidade de
capilares e vénulas. O edema local pode acometer varios segmentos do membro afetado e,
dependendo das proporcGes que adquire, acarreta aumento da pressdo sanguinea, em
compartimentos que contém musculos, nervos, levando a sindrome comportamental, podendo
deixar como seqiielas a perda funcional ou mesmo anatémica do membro acometido?®°2%, As

acdes bioldgicas destacam-se principalmente como coagulantes, hemorrégicas e proteoliticas 2>

25



Introdugéo 13

A acdo coagulante é derivada da fracdo do veneno do tipo trombina capaz de ativa
fatores da coagulacdo sanguinea. O veneno pode transformar diretamente o fibrinogénio em
fibrina intravascular, podendo tornar o sangue incoagulavel. A maioria dos venenos botropicos
ativa a coagulacdo sanguinea, por atuarem sobre o fibrinogénio, a protrombina (fator Il), o fator
X (fator Stuart-Prower) da cascata da coagulacdo sanguinea. A coagulopatia de consumo,
conseqliente a ativacdo da coagulacdo, determina incoagulabilidade sanguinea, representada,
clinicamente, por sangramentos espontaneos, como gengivorragia, hemataria microcopica e
purpuras (principalmente esquimoses em locais distantes & picada)>°. As principais causas de
Obitos no envenenamento botrdpico, estdo relacionadas a insuficiéncia renal aguda (IRA),
sangramentos em 6rgdo vitais e choques. O choque constitui uma evolucéo rara, porém de
instalacio precoce, pode estar relacionada a quantidade de veneno inoculado na vitima®82°

A acdo hemorragica, um outro sintoma caracteristico induzido pelo veneno das
serpentes botropicas, leva a alteragdo da microvasculatura local e sistémica em nivel de
pulmdes, cérebro e rins. A acdo vasculotdxica é causada por fatores hemorragicos denominados
de hemorraginas, metaloproteinases dependentes de zinco, capazes de romper a membrana
basal dos vasos sanguineos?®2’.

As hemorraginas agem sobre vasos capilares, destruindo inicialmente a membrana basal
e causando posteriormente sua ruptura. O edema no local da picada, que ocorre geralmente
minutos apds o acidente, é decorrente de lesdo toxica no endotélio dos vasos sangiiineos®232°,
A acdo das hemorraginas explica muitos casos de hemorragias sistémicas e algumas vezes

fatais no sistema nervoso central®?%2’, conforme mostrado na Figura 1.4.
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http://www. lava.med.br/livro
Figura 1.4. Paciente acidentado no tornozelo por B. atrox.

Dos trés tipos de acdes principais do venono botropico, a atividade proteolitica é de
importancia fundamental para a caracterizacdo clinica do acidente. A acdo proteolitica, mais
bem definida como inflamatério aguda, decorre da acdo citotoxica direta nos tecidos por
fracOes proteoliticas do veneno (proteases, hialuronidases e fosfolipases), podendo ocorrer
liponecrose, mionecrose e lise das paredes vasculares. Essa acdo tem relacdo direta com a
quantidade inoculada de veneno. As lesdes locais (rubor, edema, bolhas e necrose) séo devidas
a essa acdo, mas decorrem também da presenca de hemorraginas, acdo coagulante destes
venenos e liberacdo de mediadores da resposta inflamatoria, podendo ser potencializadas por

infeccdes secundarias®®2128,
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1.5. Papel do Soro Antibotrépico

O Unico tratamento conhecido e eficiente nos casos de acidentes ofidicos € a soroterapia
especifica que consiste na administracdo o mais precocemente possivel do soro, por via
endovenosa®. Os antivenenos produzidos no Brasil sio gerados a partir de espécies serpentes e
artropodes provenientes da regido sudeste do Brasil, sendo o Instituto Butantan de So Paulo o
centro produtor principal, além da Fundaco Ezequiel Dias de Minas Gerais®!,

A literatura relata que os antivenenos produzidos pela administracdo de veneno em
cavalos contém anticorpos que neutralizam muito dos efeitos sistémicos e locais induzidos®. O
soro antibotrépico é eficaz na neutralizacdo dos efeitos sistémicos, particularmente das
alteracbes da coagulacdo sangiinea. Por isso, o soro botropico tem contribuido para a
diminuicdo, ao longo do tempo, dos casos de letalidade®®. Antes da utilizacio da soroterapia, 0
envenenamento por serpentes botropicas apresentava prognostico de morte de 2 a 3%, tendo
sido reduzido atualmente para 0,5 — 0,6%.28

O soro antibotropico, diferentemente de sua acdo do quadro sistémico, ndo neutraliza de
modo eficaz as reacdes locais acarretadas pelo veneno botrépico, mesmo sendo administrado
logo apos o acidente®*3°. As lesBes locais, particularmente o edema, progridem nas primeiras
24 horas, mantendo-se por varios dias*. A ineficacia do antiveneno em neutralizar os efeitos
locais constitui-se em um dos mais sérios problemas no tratamento do envenenamento
botrépico. Algumas hipoteses sdo sugeridas para explicar esta ineficacia. Em primeiro lugar, 0s
efeitos locais instalam-se rapidamente, o que contribui para dificultar a reversdo do processo ja
iniciado desde o periodo de administracdo do soro. Em segundo lugar, a existéncia de variaces
interespecificas e intraespecificas dos venenos, associadas a distribuicdo geografica, sexuais,
ontogenéticas e sazonais dos animais, faz com que o uso desses antivenenos possa resultar em

uma neutralizacio ineficiente de suas toxinas?2821%,
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A dose de soro empregada no tratamento é determinada em funcdo da sintomatologia do
envenenamento, sendo classificada em leve, moderada e grave. Existem muitas controvérsias
quanto a dosagem terapéutica e acredita-se que a administracdo de doses excessivas de soro
contribui para a alta incidéncia de reagOes anafilaticas observadas nos tratamentos®®. A
utilizacdo de farmacos como terapéutica complementar a soroterapia néo foi estabelecida ainda,
uma vez que nao estdo caracterizados totalmente os mecanismos envolvidos nas acfes locais
induzidas por esses venenos. Com excecdo da dor, os efeitos locais tém sido muito estudados
atualmente. No entanto, apesar de alguns estudos experimentais indicarem a utilizacdo de

heparina como benéfica no tratamento das reacdes locais por envenenamentos ofidicos*42,

1.6. Plantas com Atividades Antiofidicas

Geralmente, os principios ativos extraidos dos vegetais sdo produtos metabdlicos
secundarios decorrentes da adaptacdo a diferentes estagdes do ano, tipo de solo, pH, umidade e
temperatura, dentre outros fatores. Esses metabdlitos distribuem-se diferentemente nas diversas
partes do vegetal, como raizes, caule e folhas. Por isso, torna-se muito importante a
padronizacdo por parte dos pesquisadores e usuarios quanto a classificacdo correta da planta,
época e local de coleta, parte utilizada e modo de preparo do extrato vegetal.

O uso de plantas medicinais para tratamento de acidentes com serpentes € muito
difundido entre a populacdo. Ha muitos relatos e poucos sdo os conhecimentos cientificos a
respeito das provaveis caracteristicas apresentadas por essas plantas. Desse modo, deve-se dar
importancia a estudos que visem a conhecer melhor os efeitos que essas plantas apresentam

quando usadas no tratamento de acidentes com animais pegonhentos.
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No Brasil, existem varias espécies vegetais usadas popularmente como antiofidicas e que
tiveram eficacia comprovada. A literatura relata que o extrato aquoso do latex de Croton
urucurana Baillon, conhecida popularmente como sangra d'agua, € utilizado como
antireumatico, antiinflamatorio e cicatrizante. Além disso, estudos apresentaram especificidade
para a inibicao da atividade hemorragica do veneno de Bothrops jararaca®.

A especie Eclipta prostrata, conhecida como erva-botdo, € muito usada na medicina
popular como antiofidica, com reducdo da letalidade e antagonizacdo da miotoxicidade do
veneno de Crotalus durissus terrificus. As substancias wedelolactona, estigmasterol e sitosterol
foram isolados dessa espécie e apresentaram também protecdo contra doses letais deste
veneno®. Os efeitos tanto do extrato bruto desta planta quanto da wedelolactona foram
testados. Os resultados obtidos mostraram a presenca de substancias antiproteoliticas e anti-
hemorragicas, sugerindo a eficiéncia desta planta e de seus componentes no tratamento de
envenenamentos*®.

O extrato aquoso de Curcuma longa, planta medicinal conhecida por apresentar
propriedades antiinflamatdrias, possui substancias tais como cumarinas e o ar-turmerona que
protegem tanto o homem quanto os animais contra o veneno de serpente*’. Estudos
demonstraram que extratos dessa planta mostraram efeito inibitério em hemorragias
provocadas pelo veneno de B. jararaca e B. alternatus, bem como na dose letal do veneno de
Crotalus durissus terrificus.

A espécie Casearia sylvestris, conhecida popularmente como guagatonga, é empregada
na medicina popular como anti-séptica, cicatrizante, anestésico topico e antiofidica. Extratos
aquosos dessa planta apresentaram efeitos inibitdrios nos venenos das serpentes B. jararacussu,
B. neuwiedi e Lachesis muta®®. Estudos mostraram que o extrato da espécie Casearia
grandiflora inibiu a atividade PLA: das peconhas de B. moojeni e B. neuwiedi*®. Os extratos de
Tabernaemontana catharinensis e Eclipta prostata inibiram as atividades miotdxicas em

camundongos provocadas pelas peconhas de C. durissus terrificus e B. jararacussu,
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respectivamente**4%°, Mandevilla velutina, conhecida popularmente como jalapa, apresentou
atividade antiofidica, inibindo a fosfolipase A: e fosfolipase C em edemas de camundongos®.
Musa paradisiaca neutraliza as atividades da fosfolipase A2 miotdxica, hemorragica e letal de
peconha crotalicas®.

A literatura registra que o extrato de Marsypianthes chamaedrys apresenta atividade
analgesica, antiinflamatoria e moluscida, bem como demonstrou atividade antiofidica do
veneno de Bothrops jararaca®®. Por sua vez, levantamentos etnofarmacol6gicos indicam que
Peltodon radicans, pertencente a familia Lamiaceae, tem sido usada popularmente no

tratamento de acidentes ofidicos®*.

1.7. Familia Lamiaceae e Género Peltodon

As espécies da familia Lamiaceae séo consideradas como tonicas e aromaticas devido
ao 6leo essencial que possuem. Os povos orientais da antigliidade tinham grande interesse em
espécies dessa familia, usando-as em seus cultos, na terapéutica e na feiticaria. Saloméo
estudou 0 Yssopo e seus molhos foram descritos aos israelitas para formarem brochas com que
deveriam aspergir o sangue do cordeiro no umbral da porta ao sairem do Egito, na célebre noite
da morte dos primogénitos®. Origanum maru é uma erva de cheiro forte e sabor picante nativa
da ilha de Creta e de toda a Palestina que foi incluida na antiga farmacopéia como Herba Maru
Cretici. Na bibliografia antiga, as mentas eram consideradas como plantas carminativas,
aromaticas e tonificantes. Quando os portugueses e espanhois vieram ocupar o Novo Mundo,
muitas espécies da familia Lamiaceae foram trazidas da Europa, onde eram usadas na
terapéutica e na culindria. As lamiaceas tém aceitacdo universal por possuirem caracteristicas
como Oleo essencial geralmente aromatico, substancias extrativas amargas, resinas e

balsamos®®.
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A familia Lamiaceae é constituida por 252 géneros contendo aproximadamente 6700
especies. A sistematica de classificacdo das especies dessa familia esta baseada na
inflorescéncia, sendo dividida em oito subfamilias®’: Ajugoideae, Chloanthoideae, Lamioideae,
Nepetoideae, Pogostemonoideae, Scutellarioideae, Teucrioideae e Viticoideae. Espécies dessa
familia sdo cosmopolitas, distribuidas amplamente em areas tropicais e temperadas,
principalmente em regides mediterraneas e em savanas de planalto tropical®®. As suas plantas
sd0 ervas ou arbustos, raras vezes arvores pequenas chegando a 18 m em Hiptis arborea, com
varios tipos de pélos, providos geralmente de glandulas epidérmicas pedunculadas com
caracteristicas essenciais, apresentando terpendides®®. Possuem folhas opostas ou, algumas
vezes, verticiladas (alternas), simples ou ocasionalmente pinaticompostas e com auséncia de
estipulas®®-6L,

As inflorescéncias sdo de varios tipos. Porém, a maioria delas apresenta-se em
pequenas cimeiras na axila de bracteas ou folhas, formando um verticilastro e, quando reunidas,
formando um tirso. As cimeiras sdo axilares, reduzidas a uma flor, e a inflorescéncia é
essencialmente um racimo (exemplificada para Lavandula stoechas na Figura 1.5). Flores
menores sdo bracteoladas, perfeitas ou algumas unissexuadas. O calice € geralmente

persistente.

http://www.biloge.uni-hanburg.de/

Figura 1.5. Inflorescéncia de Lavandula stoechas.
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Segundo a literatura, varios tipos de iridéides e flavanoides glicosilados, triterpendides,
flavonas, esteroides (principalmente sitosterdis) e semiquinonas tém sido isolados das folhas de
especies da familia Lamiaceae. Apesar dos acidos rosmarinico e clorogénico serem marcadores
quimiotaxonémicos dessa familia, esses dois acidos ndo tém sido isolados de algumas de suas
espécies®” 2,

Peltodon € um género botanico da familia subfamilia Nepetoideae composto pelas
espécies: Peltodon comaroides, Peltodon longipes, Peltodon pusillus, Peltodon tomentosus,

Peltodon repens, Peltodon rugosus e Peltodon radicans.

1.8. Peltodon radicans

A espécie Peltodon radicans é conhecida popularmente por boiaaca, paracari, hortela-
do-mato, horteld-do-campo ou rabugem-de-cachorro®3%4. A classificagio taxonémica obedece

ao sistema proposto por Cronquist®, conforme mostrado no Quadro 1.2.

Quadro 1.2. Classificacdo taxondmica de Peltodon radicans, segundo Cronquist

Classe Dicotiledonea
Subclasse Asteridae
Ordem Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia Nepetoideae
Tribo Ocimeae
Género Peltodon
Espécie Peltodon radicans
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A espécie Peltodon radicans (Figura 1.6) apresenta uma ampla distribuicdo geografica,
proporcionando geralmente caracteristicas morfoldgicas altamente variadas entre si®"66:67,
Representantes dessa espécie distribuem-se largamente no Brasil e no Paraguai, sendo

encontradas na regido Amazonica, principalmente em terrenos arenosos e matas de terra

firme®.

) :
._//l'////j//'ll /’//IA/‘I//I,I,

http://www.zum.de/stueber/pohl/band1/high/IMG_6608.html

Figura 1.6. Exsicatas de P. radicans.

As folhas séo simples, verticiladas ou opostas 2 a 2, ovais ou agudas, sem estipulas e com
margens dentadas ou serrilhadas. Apresentam veias secundarias salientes na face abaxial,

porém um pouco desorganizadas®®®®. A Figura 1.7 mostra as folhas e caule de um exemplar
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adulto de P. radicans. O caule apresenta ramos com pélos ndo orientados na mesma direcdo. Os

caules e ramos sdo quadrangulares e pubescentes (tricomas pluricelulares).

Figura 1.7. Folhas e caule de um exemplar adulto de P. radicans.

As flores sdo arroxeadas, axilares, dispostas em cimeiras, sendo pequenas e a polinizacéo
pode ser realizada por insetos e beija-flores®®®. A Figura 1.8 mostra as flores de um exemplar

adulto de P. radicans.

Figura 1.8. Flores e cimeiras de P. radicans.
Vaérios usos de P. radicans tém sido descritos pela medicina popular, destacando-se 0s
tratamentos de asma, bronquite, coqueluche, inflamacges dos rins e do figado, afec¢cdes da pele
e como vermifugo®2%’. Além de apresentar diversas atividades bioquimicas, o extrato dessa

planta podem ser usado na composicdo de medicamentos populares, como anti-sépticos e
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antiinflamatorios®%°, Na regido Amazonica, as folhas e flores desta espécie tem sido utilizada
no tratamento de acidentes ofidicos®,

P. radicans é uma planta aromatica devido a presenca de 6leos essenciais nos pélos
glandulares das folhas. Um estudo fitoquimico qualitativo dessa planta indicou uma quantidade
consideravel de éteres de cadeias longas, resinas, glucosideos e alcaldides’®. Do estudo
fitogquimico das folhas de P. radicans foram identificados anteriormente f-sitosterol 1 e acido
ursélico 2 (Figura 1.10)%°. Posteriormente, outro estudo fitoquimico das folhas dessa espécie
identificou o isolamento de mio-inositol’* 3 (Figura 1.9). Além desses, nenhum outro estudo
mais sistematico foi descrito sobre P. radicans.

Esses resultados evidenciam o potencial de classes quimicas presentes em P. radicans e,
consequentemente, a importancia do estudo fitoquimico das diferentes partes da planta (raiz,
flores, caule e folhas), biomonitorado por testes farmacol6gicos para determinar aqueles

extratos que apresentam atividades anti-edematogénica.

Figura 1.9. Estruturas quimicas de f-sitosterol 1, &cido ursélico 2 e mio-inositol 3,

isolados anteriormente de P. radicans.



CAPITULO II:

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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1. Materiais e Métodos

1.1. Parte Quimica

Os materiais vegetais (folhas, flores, caule e raiz) foram secos em estufa Biomatic e
pesados em balanga analitica Helmac HM 500. Os fracionamentos por cromatografia em
coluna (CC) e cromatografia em camada delgada (CCD) foram acompanhados por luz
Ultravioleta (UV) em aparelho Camag Gabinete Il (A = 254 nm e 366 nm). Todas as fracdes
foram concentradas a pressdo reduzida, utilizando evaporador rotatério MA 120 Marconi e
bomba de vacuo modelo 161/V, 1700 rpm (pressdo de 658 mm/Hg). Pontos de fuséo (p.f.)
foram determinados em um aparelho Mettler, modelo FP80, sem correcdo. As amostras quando
liofilizadas foram obtidas em aparelho liofilizador Edwards acoplada a bomba Edwards modelo
E2W3.

Placas de vidro com 0,50 — 0,75 mm de espessura, recoberta por silica gel 60 G Merck e
placas de silica com suporte em alumina Merck foram empregadas nos procedimentos por
CCD. Os procedimentos por CC foram realizados em colunas de vidro de diversos didametros e
comprimentos, com eluicdo a pressdo atmosfeérica, tendo como fases estacionarias silica gel 60
(70 a 230 Mesh — ASTM, Merck). Silica gel 60 (230 — 400 Mesch), alumina 90 neutra (Mesch)
e florisil foram empregados como fases estacionarias nas cromatografias “Flash”.

Os reveladores empregados em CCD foram luz UV e iodo ressublimado. O revelador
solucéo de anisaldeido foi preparado misturando uma solucdo de anisaldeido em &cido acético
2% e uma solucéo etandlica de acido sulfurico 20%. Apos borrifacdo com a solugdo, as placas
cromatograficas foram aquecidas por aproximadamente 10 min, em estufa a 100 °C"2.

As revelacBes com solucéo de sulfato de cérico foram realizadas empregando 42,0 g de

sulfato de cérico em 500,0 mL de &gua destilada contendo 28,0 mL de &cido sulfirico e
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completando o volume para 1,0 L. Ap6s borrifacdo com a solucdo, as placas cromatogréaficas
foram aquecidas por aproximadamente 5 min, em estufa a 100 °C"2.

Nos testes de Liebermann-Burchard, as amostras foram dissolvidas em cloroférmio, com
adicdo de 1 mL de anidrido acético e, lentamente, 3 gotas de acido sulfurico concentrado. O
teste positivo para triterpenos pentaciclicos é dado pelo aparecimento da cor violeta ao azul
permanente. Quando ha aparecimento de cor verde, o teste é positivo para esteroides’.

As analises por Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)
foram realizadas em cromatografo Hewlett Packard modelo HP5989A (série Il), acoplado a
espectrometro de Massas VG Autospect do Departamento de Quimica — ICEx, UFMG. As
amostras foram ionizadas a 70 eV e submetidas a coluna capilar metilsilicone de silica fundida
(30 m X 0,2 mm), tendo hélio como gés de arraste em fluxo de 1,5 mL/min.

Os espectros de absor¢do na regido do Infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro Mattson Instruments — FTIR. As amostras solidas foram medidas como discos
em KBr e as ndo solidas como filmes entre placas de NaCl.

Os dados de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear foram obtidos em
espectrometros Bruker DRX-400 Avance e DPX-200 do Departamento de Quimica — ICEX,
UFMG. Os espectros de RMN de *H e 3C, subespectros DEPT 135, COSY, NOESY, HMQC e
HMBC foram obtidos utilizando CDClz e CD3:0OD como solventes e tetrametilsilano (TMS)
como padrdo interno. Os deslocamentos quimicos foram registrados em unidade & e as

constantes de acoplamento (J) em Hz.

1.2. Coleta e processamento do material vegetal para analise

Os materiais vegetais de Peltodon radicans foram coletados no municipio de Novo

Airdo — AM (Figura I1.1), sendo a primeira coleta em janeiro de 2004 e a outra em margo de
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2006, ambas durante o dia e com tempo nublado. No local da coleta, o solo era argiloso,

latossolo, em local onde havia bastante capim.

Figura I1.1. Localizacdo do municipio de Novo Airdo (AM), no estado do Amazonas (latitude

S -2,62139° e longitude W -60,94417°), onde foram realizadas as coletas de Peltodon radicans.

O material da primeira coleta sofreu uma triagem, com separacdo das diferentes partes
da planta: folhas, flores, caules e raizes (Figura I1.2). Apds secagem a temperatura ambiente, o

material vegetal foi triturado e pulverizado.

Figura 11.2. Material da primeira coleta com: (a) triagem para separacdo das diferentes partes

da planta; (b) e (c) sendo respectivamente as folhas e flores separadas.
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A identificacdo botanica de um exemplar da planta coletada foi realizada pelo Dr. José
Lima (INPA). A exsicata encontra-se depositada no Herbario do INPA com o ndmero de

registro 216.222 (Figura 11.3).
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Figura I11.3. Excicata da amostra coletada de Peltodon radicans.

2. Procedimento Fitoquimico
2.1. Preparacao dos extratos da primeira coleta
Os extratos foram preparados para realizacdo de procedimentos empregados usualmente

em estudos fitoquimicos’?. O material da primeira coleta (5,0 kg) foi separado em diferentes



Procedimento Experimental 29

partes da planta (folhas, flores, caule e raiz), mantido em estufa a 50 °C para secagem, sendo
depois triturado e pulverizado. A quantidade de cada um dos materiais pulverizados séo
apresentados no Esquema I1.1. Esses materiais foram acondicionados em mariotes de vidro
para extracdo a frio em n-hexano e, depois, etanol, obtendo-se de cada parte da planta os
extratos EH e EE, respectivamente. Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo a
pressdo reduzida e condi¢Oes brandas de aquecimento. Os extratos foram acondicionados em

frascos apropriados e pesados para estudos fitoquimicos posteriores.

Material vegetal coletado

Secagem
Pulverizacao

Folhas Flores Caule Raizes
(613,00 g) (366,20 g) (1.054,20 g) (206,65 g)

Extrato Hexanico
das folhas

|| (Fo-EH)

(7,1050 g)

Extrato Hexanico
das flores

| (FI-EH)

(3,4608 g)

Extrato Hexanico
do caule

- (Ca-EH)

(37,4070 g)

Extrato Hexanico
das raizes
(Ra-EH)
(9,1710 g)

Extrato Etanélico
das folhas
(Fo-EE)
(60,3600 g)

Extrato Etandlico
das flores
(FI-EE)
(4,7459 @)

Extrato Etandlico
do caule
(Ca-EE)

(74,8357 g)

Extrato Etanélico
das raizes
(Ra-EE)
(2,8500 g)

Esquema I1.1. Seqiiéncia da obtencdo dos extratos das diferentes partes da planta, a partir

do material vegetal da primeira coleta.
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2.2. Preparacéo dos extratos da segunda coleta
Os extratos foram preparados para testes de atividade biologica. O material da segunda
coleta (1.916,72 g) foi separado em diferentes partes da planta (folhas, flores, caule e raiz). Em

seguida, foram maceradas, espremidas e liofilizadas, conforme mostrado na Figura 11.4.

Figura I1.4. Procedimento de obtencdo dos extratos das folhas para testes bioldgicos: (a) em

maceracao; (b) macerado espremido e (c) extrato bruto.
O Esquema I1.2 mostra o procedimento de obtencdo dos extratos submetidos a testes de
atividades biologicas. Apds maceracéo e liofilizacéo, foram obtidos os extratos dos macerados

das folhas (M-Fo) e das flores (M-FI).

Material vegetal

(1.916,72 )
Folhas Flores
(317,72 g) (145,13 g)
maceracao maceracéo
M-Fo M-FI
(63,54 g) (88,80 )

Esquema 11.2. Seqliéncia de obtencdo dos extratos das diferentes partes da planta, a partir

do material da segunda coleta.
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3. Procediment
os Bioldgicos
3.1. As peconhas

O veneno utilizado nos experimentos foi obtido de uma serpente adulta de Bothrops
atrox, procedente do Municipio de Presidente Figueiredo (AM, Brasil), que foi mantida no
Nucleo de Animais Peconhentos do Instituto de Medicina Tropical do Amazonas, Manaus
(AM). Para a extracdo do veneno, a serpente foi anestesiada com vapor de gas carbénico. O
veneno foi coletado, esterilizado com filtro 0,45 um (Millipore), liofilizado e estocado a —20°C.

3.2. Os animais

Para os experimentos foram utilizados camundongos fémeas adultas ndo isogénicos,
pesando entre 18 e 22 gramas, procedentes do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia). Estes animais foram mantidos, em gaiolas de pléstico, no biotério do Departamento

de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal do Amazonas.

3.3. Determinacédo da Dose Minima Edematogénica

A Dose Minima Edematogénica (DME) é definida como a menor quantidade de pegconha
que induz 30% do aumento maximo da espessura da pata experimental (injetada com a
peconha) em relacdo a pata controle (injetada com salina). A mensuracdo das patas dos
camundongos foi realizada com um paquimetro digital Mitutoyo.

De acordo com o método utilizado para a determinacdo de DME do veneno de Bothrops
atrox’®, quatro animais foram utilizados, recebendo a dose equivalente a 3 DME veneno (3 X
1,2 pg/animal), no coxim plantar da pata traseira direita (pata experimental), na dose de 1,2 ug

em um volume de 50 pL por animal. No coxim plantar da pata contra-lateral (pata controle) 50

uL de solucdo salina foi aplicado como controle (Figura 11.5). Os extratos vegetais foram
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injetados por via intraperitoneal no tempo zero, em um volume de 0,1 mL. A mensuracdo das

patas foi realizada nos tempos de 2, 4 e 6 horas apds aplicacdo do veneno.

Figura I1.5. Experimentos de DME: (a) aplicacdo da solucdo salina; (b) extratos vegetais

sendo injetados por via intraperitoneal e (¢) mensuragdo das patas.

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, sendo
este resultado multiplicado por 100, conforme Equacédo I1.1. Nesta equacdo, V% € 0 aumento
percentual do volume podal, sendo Vst e Vi os volumes final e inicial das patas medidas,
respectivamente.

Vp% = [(Vs— Vi) Vi] x 100 (Eq. 11.1)

Aliquotas dos extratos etandlicos obtidos da primeira coleta foram submetidas aos testes
de DME. Nos testes, o extrato etanolico das folhas (100 uL) foi diluido em 900 uL de solucéo
salina. O extrato etandlico das flores (100 pL) foi diluido em 800 uL de solugéo salina e 100
uL de Twenn 20. O extrato etandlico do caule (100 uL) foi diluido em 900 uL de solucdo
salina.

Nos testes de DME dos extratos dos macerados das folhas e das flores, 70 mg de extrato,
tanto folhas quanto das flores, foram diluidos em 1,00 mL de solucdo salina. Apds 24 horas,
0,25 mL da solucédo de cada extrato (folhas e flores) obtida anteriormente foi diluida novamente

em 7,0, 3,5 e 1,75 mL de solugdo salina.



CAPITULO III:

ESTUDO FITOQUIMICO DOS EXTRATOS



Estudo Fitoquimico dos Extratos 34

1. Fracionamento Cromatografico das Folhas
1.1. Extrato hexanico (Fo-EH)

O extrato Fo-EH (m = 7,1050 g) foi submetido a CC de silica gel e eluicdo com n-hexano,
diclorometano, etanol, metanol e 4gua, em gradiente crescente de polaridade. O fracionamento
cromatografico foi acompanhado por florescéncia em luz UV. As fracGes foram concentrados
em evaporador rotativo a pressao reduzida, obtendo-se 39 fraces de 250 mL, conforme Tabela
I11.1. As andlises comparativas por CCDS empregando diferentes sistemas eluentes, com
revelacdo por luz UV, iodo, solucdo de anisaldeido e sulfato de cérico, permitiu reunir as

fragcdes em 9 grupos.

Tabela I11.1. Resultado do fracionamento cromatografico do extrato Fo-EH

Solvente Fragdes Grupo Massa
Fo-EH-G1 1,8219 g
Hexano Fo-EH-FH-1 a Fo-EH-FH-11
Fo-EH-G2 3,1065 g
Fo-EH-G3 0,7148 g
Diclorometano Fo-EH-FD-1 a Fo-EH-FD-13
Fo-EH-G4 0,0025 g
Fo-EH-G5 0,0838 g
Etanol Fo-EH-FE-1 a Fo-EH-FE-8
Fo-EH-G6 0,3255¢
Fo-EH-G7 0,0249 g
Metanol Fo-EH-FM-1 a Fo-EH-FM-4
Fo-EH-G8 0,0198 ¢
Agua Fo-EH-FW-1 a Fo-EH-FW-3 Fo-EH-G9 0,8049 g

A fracdo Fo-EH-G1 (1,8219 g) foi submetida a CC de silica gel e eluicdo com hexano,
diclorometano, acetato de etila e etanol, em gradiente crescente de polaridade. Na eluicdo com
hexano:diclorometano (6:4) foi isolado um sélido cristalino (m = 12,8 mg), denominado Fo-

EH-1. O Esquema I1l.1 mostra a sequéncia de isolamento cromatografico de Fo-EH-1. Os
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espectros de RMN de 'H e de *C 1D e 2D de Fo-EH-1, além de Cromatografia Gasosa

indicaram tratar-se de misturas de hidrocarbonetos.

Folhas de Peltodon radicans

(m=613,00 g)
I
I |
Fo-EH Fo-EE
(m =6,9046 g)
CC emsilica gel

I I I I I
Fo-EH-FH-1 Fo-EH-FD-1 Fo-EH-FE-1 Fo-EH-FM-1 Fo-EH-FW-1

a a a a a
Fo-EH-FH-11 Fo-EH-FD-13 Fo-EH-FE-8 Fo-EH-FM-4 Fo-EH-FW-3

Analise por CCD

Fo-EH-G1

Fo-EH-G2

CC em silica gel

l Hexano

Fo-EH-1

Hexano:DCM (6:4) l DCM

l ACoEt l EtOH

Esquema I11.1. Seqiiéncia do isolamento de Fo-EH-1.

l MeOH

As demais frages do extrato Fo-EH apresentaram-se como misturas complexas, néo

permitindo o isolamento e caracterizagao de seus componentes.

1.2. Extrato Etanolico (Fo-EE)

Apos destilagdo do solvente sob presséo reduzida, foram obtidos 60,3600 g do extrato Fo-

EE. Uma aliquota de 6,1067g foi armazenada para testes de atividade biologica. O restante do

extrato Fo-EE (54,2533 @) foi submetido a CC de silica gel e eluicho com hexano,
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diclorometano, etanol, metanol e 4gua, em gradiente crescente de polaridade. O fracionamento

cromatografico foi acompanhado por florescéncia de luz UV. As fragdes foram concentradas

em um evaporador rotativo sob pressao reduzida, obtendo-se 39 fragdes de 15 mL, conforme

Esquema I11.2.
Folhas de Peltodon radicans
(m=613,00 g)
I |
Fo-EH Fo-EE
(m=54,2533 g)
CC emsilica gel
MeOH:H,0
Hexano DCM EtOH MeOH (1:1)
Fo-EE-FH-1 Fo-EE-FD-1 Fo-EE-FE-1 Fo-EE-FM-1 Fo-EE-FW-1
a a a a a
Fo-EE-FH-10 Fo-EE-FD-6 Fo-EE-FE-11 Fo-EE-FM-6 Fo-EE-FW-6

Esquema 111.2. Sequiéncia do fracionamento cromatografico do extrato Fo-EE.

As fracbes de Fo-EE foram agrupadas de acordo com analises comparativas por CCD de

silica gel empregando diferentes sistemas eluentes, com revelagdo por luz UV, iodo,

anisaldeido/acido sulfarico e sulfato de cérico. A Tabela I11.2 apresenta o resultado da reunido

das fragGes do extrato Fo-EE, obtendo-se 11 grupos.
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Tabela I11.2. Resultado do fracionamento cromatografico do extrato Fo-EE

Solvente Fracdes Grupo Massa
Fo-EE-G1 0,67249g
Hexano Fo-EE-FH-1 a Fo-EE-FH-10 Fo-EE-G2 19,6053¢g
Fo-EE-G3 1,14369
Fo-EE-G4 0,1318 g
Diclorometano Fo-EE-FD-1 a Fo-EE-FD-6
Fo-EE-G5 0,1194 g
Etanol Fo-EE-FE-1 a Fo-EE-FE-11 Fo-EE-G6 12,7566 ¢
Fo-EE-G7 0,1084 g
Metanol Fo-EE-FM-1 a Fo-EE-FM-6
Fo-EE-G8 6,1013 g
Fo-EE-G9 11,7798 g
Agua Fo-EE-FW-1 a Fo-EE-FW-6 Fo-EE-G10 0,2532 g
Fo-EE-G11 0,1376 g

1.2.1. Fracionamento cromatografico de Fo-EE-G1

A fracdo Fo-EE-G1 (0,6724 g) foi submetida a CC de silica gel e eluicdo com hexano,

diclorometano, acetato de etila e etanol, em gradiente crescente de polaridade. A elui¢do com

hexano resultou em 10 fra¢cfes de 10 mL (Fo-EE-G1-FH1 a Fo-EE-G1-FH10). A fracdo Fo-EE-

G1-FH1 foi recristalizada em hexano:diclorometano (8:2), obtendo-se um solido cristalino

nomeado de Fo-EE-1 (52,1 mg) (Esquema I11.3). A analise por espectros de RMN de 'H e de

13C apresentou semelhanca com uma estrutura de hidrocarboneto insaturado com formula

minima préxima a CsoHsa.

A eluigdo com hexano:diclorometano (1:1) resultou em 23 fragdes de 10 mL que foram

analisadas comparativamente por CCDS e revelacdo em luz UV e iodo, empregando diferentes

sistemas eluentes. As fracGes foram reagrupadas em 10 subgrupos, nomeadas de Fo-EE-G2-1 a

Fo-EE-G2-10 (Esquema 111.3).



Estudo Fitoquimico dos Extratos 38
Fo-EE-G1
CC emssilica gel
Hexano l DCM l Acoet l EtOH
Fo-EE-G1-FH1
a . .
Fo-EE-G1-FH10 Hexano:DCM (1:1)
Fo-EE-G1-FHD1
a
Hexano:DCM (8:2) Fo-EE-G1-FHD23
Fo-EE-1

Analise por CCD

Fo-EE-G1-G2- Fo-EE-G1-G2- Fo-EE-G1-G2-
1 2 3
CC emsilica gel CC emssilica gel
l DCM l DCM:EtOH Hexano:DCM (1:1) l DCM:EtOH
(1:1) (1:1)
Hexano:DCM
(1:1) Fo-EE-3
Fo-EE-2

Esquema 111.3. Fracionamento cromatografico da fracdo Fo-EE-GL1.

A fragdo Fo-EE-G1-G2-1 foi submetida a CC de silica gel e eluicdo com hexano e

diclorometano em gradiente crescente de polaridade. A eluicdo com hexano:diclorometano

(1:1) resultou em 25 fragfes de 10 mL. A fragdo 3 apresentou-se como um solido branco
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cristalino (8,6 mg), com teste Liebermann-Burchard foi positivo para triterpenos pentaciclicos.
Esse solido foi denominado de Fo-EE-2. Os espectros de RMN de *H bem como o espectro
de RMN de **C e subespectro DEPT 135° de Fo-EE-2 indicaram tratar-se do triterpendide o-
Amirina.

A fracdo Fo-EE-G1-G2-2 foi submetida & CC de silica gel e eluicdo com hexano,
diclorometano e etanol, em gradiente crescente de polaridade. A eluigdo com
hexano:diclorometano (1:1) resultou em 39 fracdes de 10 mL. A fracdo 18 apresentou-se como
um sélido branco cristalino (3,0 mg), com teste Liebermann-Burchard foi positivo para
esterdides, denominado de Fo-EE-3. Analises dos espectros no IV, RMN de *H e RMN de *C
e comparacdo com padrdo, permitiram concluir tratar-se de uma mistura de f-sitosterol e

estigmasterol (ver pag. 50).

1.2.2. Refracionamento cromatografico de Fo-EE-G2

A fracdo Fo-EE-G2 (19,60539) foi submetida a CC em silica gel e eluida em hexano e
diclorometano com gradiente crescente de polaridade, resultando em 125 frac6es de 10 mL.
Pelas analises comparativas por CCDS, com revelacdo em luz UV, iodo, solucdo de anisaldeido
e sulfato cérico, essas fragdes foram reunidas em 28 novos grupos, nomeados de Fo-EE-G2-1 a
Fo-EE-G2-28, conforme mostrado no Esquema I11.4.

A fracdo Fo-EE-G2-2 apresentou teste com DPPH positivo para antioxidante. Essa
fracdo foi submetida & CC em silica gel e eluicdo hexano e diclorometano, com gradiente
crescente de polaridade. As fragdes 45 a 46 eluidas em hexano foram reunidas e submetidas
novamente a CC em silica gel e eluicdo em hexano:diclorometano (1:1). Trés solidos cristalinos
brancos foram obtidos em fragdes diferentes, nomeados de Fo-EE-4, Fo-EE-5 e Fo-EE-6, com
teste Liebermann-Burchard positivo para esterdides. Esses sélidos apresentaram dados fisicos e

guimicos semelhantes aos descritos para Fo-EE-3.
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Fo-EE-G2

lHexano

Fo-EE-G2-1 a Fo-EE-G2-28

Hexano:DCM

l DCM

Fo-EE-G2-1 Fo-EE-G2-2 Fo-EE-G2-3 Fo-EE-G2-4
Hexano:DCM Fo-EE-7 Fo-EE-8
(m =0.0806 o) (m =0.1408 o)
I |
Fo-EE-4 Fo-EE-5 Fo-EE-6 Fo-EE-G2-5 a Fo-EE-G2-28
(m =0,0097 (m =0,0342 (m=0,0177

Esquema 111.4. Sequéncia do fracionamento cromatogréafico da fracdo Fo-EE-G2.

A fracdo Fo-EE-G2-3 foi recristalizada em etanol, resultando em um solido cristalino

branco nomeado de Fo-EE-7 (0,0806 g). A fracdo Fo-EE-G2-4 (140,8 mg) apresentou-se como

um solido cristalino branco soltvel em cloroférmio, nomeado de Fo-EE-8. Esses sélidos

apresentaram dados fisicos e quimicos semelhantes a Fo-EE-3. Mistura de p-sitosterol e

estigmasterol (ver pag. 39). As demais fracbes do extrato Fo-EE apresentaram-se como

misturas complexas, ndo permitindo o isolamento e caracterizacao de seus componentes.

2. Estudo Fitoquimico das Flores

2.1. Extrato hexanico (FI-EH)

Do extrato FI-EH (3,4608 g), uma aliquota de 0,0346 g foi armazenada para testes de

atividade bioldgica. O restante de FI-EH (3,4262 g) foi submetido a CC de alumina neutra e

eluicdo com hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol, metanol e agua, em gradiente
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crescente de polaridade. O fracionamento cromatogréafico resultou em 29 fragcdes de 250 mL e,
apos analises por CCD, foram reunidas em 6 grupos, conforme mostrado na Tabela I11.3.

Tabela I11.3. Resultado do fracionamento cromatografico do extrato FI-EH

Solvente Fracoes Grupo
Hexano FI-EH-FH-1 FI-EH-G1
Diclorometano FI-EH-FD-1 a FI-EH-FD-5 FI-EH-G2
Acetato de Etila FI-EH-FA-1 a FI-EH-FA-5 FI-EH-G3
Etanol FI-EH-EE-1 FI-EH-G4
Metanol FI-EH-EM-1 a FI-EH-EM-9 FI-EH-G5
Metanol:agua (1:1) FI-EH-EMW-1 a FI-EH-EMW-8 FI-EH-G6

A fracdo FI-EH-G1 foi submetida a CC de silica gel e eluicio com hexano,
diclorometano e etanol, em gradiente crescente de polaridade. As fracGes eluidas em hexano
foram reunidas e recristalizadas em etanol (Esquema I11.5). O sélido branco (11,4 mg) foi
nomeado de FI-EH-1; p.f.: 43,2 - 62,1 °C. A andlise por CG foi comparada com padrdes

indicou tratar-se de mistura de hidrocarbonetos saturados C2g, C3o, C31, C32 € Cas.

Flores de Peltodon radicans

CC emsilica gel

FI-EH FI- EE
(m = 3,4262 g) (m=4,7459 g)
CC em florisil CC em florisil
FI-EH-G1 FI-EH-G3
FI-EH-1 FI-EH-2

Esquema I11.5. Seqiiéncia do fracionamento cromatogréafico de FI-EH.
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A fracdo FI-EH-G3 foi submetida a CC de florisil e eluicdo com hexano, diclorometano,
acetato de etila e etanol, em gradiente crescente de polaridade. A eluicdo com diclorometano
forneceu 14 fracbes de 10 mL. A ultima fracdo foi recristalizada em hexano:diclorometano
(7:3). O solido cristalino branco (10,1 mg) foi nomeado de FI-EH-2, apresentando teste
Leiberman-Burchard positivo para triterpenos pentaciclicos identificada por analises
espectroscopicas como uma mistura de a-amirina e S-amiring;

As demais fracGes do extrato FI-EH apresentaram-se como misturas complexas, ndo

permitindo o isolamento e caracterizagao de seus componentes.

2.2. Extrato etandlico (FI-EE)

Do extrato FI-EE (4,7459 g), uma aliquota de 0,0476 g foi armazenada para testes de
atividade bioldgica. O restante do extrato FI-EH (4,6983 g) foi submetido a CC de silica gel e
eluicdo com hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol, metanol e agua, em gradiente
crescente de polaridade. O fracionamento resultou em 34 fragdes de 250 mL, sendo reunidas
em 6 grupos (Tabela 111.4).

Tabela I11.4. Resultado do fracionamento cromatografico do extrato FI-EE

Solvente Fracdes Grupo
Hexano FI-EE-FH-1 a FI-EE-FH-5 FI-EE-G1
Diclorometano FI-EE-FD-1 a FI-EE-FD-11 FI-EE-G2
Acetato de etila FI-EE-FA-1 a FI-EE-FA-3 FI-EE-G3
Etanol FI-EE-FE-1 a FI-EE-FE-5 FI-EE-G4
Metanol FI-EE-FM-1 a FI-EE-FM-6 FI-EE-G5
Metanol:agua (1:1) FI-EE-FW-1 a FI-EE-FW-4 FI-EE-G6

A fracdo FI-EE-G4 foi submetida & CC de silica gel e eluicio com hexano,

diclorometano, acetato de etila e etanol, em gradiente crescente de polaridade. As fragdes



Estudo Fitoquimico dos Extratos 43

etanolicas resultaram em 25 fragdes de 10 mL. As fracdes F-22, F-23 e F-24 apresentaram-se
como sélidos que foram recristalizados em acetona (Esquema I11.6) e foram reunidas. O solido
reunido (0,0247 g) foi submetido a CC de silica gel e eluicdo com diclorometano e etanol, em
gradiente crescente de polaridade. A eluicdo com diclorometano:etanol (19:1) forneceu um
solido cristalino branco (8,5 mg), apresentando teste de Lieberman-Burchard positivo para
triterpenos pentaciclicos. Esse sélido foi nomeado de FI-EE-1. Analises dos espectros no IV,
RMN de 'H e RMN de 3C 1D e 2D indicou tratar-se do Acido ursélico; p.f.: 224,3 — 227,5 °C.

A fracdo eluida com diclorometano:etanol (9:1) por CC de silica gel do solido
recristalizado das fracbes F-22 a F-24 forneceu um sélido cristalino branco (10,9 mg),
apresentando teste Lieberman-Burchard positivo para triterpenos pentaciclicos. Esse sélido foi
nomeado de FI-EE-2 que por analises dos espectros no 1V, RMN de *H e RMN de 3C 1D e 2D

indicou tratar-se do Acido torméntico; p.f.: 278,5 — 283,2 °C.

FI-EE-G4
l Hexano l DCM l ACOEt EtOH
F-22 F-23 F-24
(m=0,0247 g)

DCM DCM:EtOH (1:1) EtOH

DCM:EtOH DCM:EtOH

(19:1) (9:1)
FI-EE-1 FI-EE-2
(m =0,0085 g) (m=0,0109 g)

Esquema I11.6. Seqgiiéncia do fracionamento cromatogréafico de FI-EE.
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As demais fracdes do extrato FI-EE apresentaram-se como misturas complexas, ndo

permitindo o isolamento e caracterizacdo de seus componentes.

3. Estudo Fitoquimico do Caule
3.1. Extrato hexanico (Ca-EH)

Do extrato Ca-EH (37,4070 g), uma aliquota de 0,3741 g foi armazenada para testes de
atividade bioldgica. O restante de Ca-EH (37,0329 g) foi submetido a CC de alumina neutra e
eluicdo com hexano, clorofomio, acetato de etila, etanol, metanol e &gua, em gradiente
crescente de polaridade. As fracdes hexanicas (0,0655 g) foram reunidas e nomeadas de Ca-
EH-1. Por analise de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) e RMN de *C (50 MHz, CDCls) bem
como a analise por CG comparada com padrdes, indicou tratar-se mistura de hidrocarbonetos
(p.f.: 49,5 63,4 °C) de Ca9, Cao, Ca1, Ca2, Cas, Cas, Czs, Czs € Ca7. As demais fracdes do extrato
Ca-EH apresentaram-se como misturas complexas, ndo permitindo o isolamento e

caracterizacé@o de seus componentes.
3.2. Extrato Etanolico (Ca-EE)

Do extrato Ca-EE (74,8357 g), uma aliquota de 0,7484 g foi armazenada para testes de
atividade bioldgica. O restante de Ca-EE (74,0873 g) foi submetido a CC de alumina neutra e
eluicdo com hexano, clorofémio, acetato de etila, etanol, metanol e &gua, em gradiente
crescente de polaridade. O fracionamento resultou em 56 fragfes de 250 mL que foram
concentradas em um evaporador rotativo sob pressdo reduzida. Apds analise por CCD, as
fragdes foram reunidas em 6 grupos, conforme Tabela I11.5.

A fracdo Ca-EE-G3 (2,9284 g) foi submetida a CC de silica gel e eluicdo com hexano,
diclorometano, acetato de etila e etanol, em gradiente crescente de polaridade. O fracionamento

resultou em 29 fracdes de 20 mL. A fracdo 11 (1,0058 g) eluida com diclorometano foi
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submetida novamente a CC de florisil e eluicdo com hexano e diclorometano, em gradiente

crescente de polaridade.

Tabela I11.5. Resultado do fracionamento cromatografico do extrato Ca-EE

Solvente Nome das fracoes Grupo
Hexano Ca-EE-FH-1 Ca-EE-G1
Hexano:DCM (1:1) Ca-EE-FD-1 a Ca-EE-FD-7 Ca-EE-G2
Acetato de Etila Ca-EE-FA-1 a Ca-EE-FA-23 Ca-EE-G3
Etanol Ca-EE-FE-1 a Ca-EE-FE-14 Ca-EE-G4
Metanol Ca-EE-FM-1 a Ca-EE-FM-6 Ca-EE-G5
Metanol:agua (1:1) Ca-EE-FW-1 a Ca-EE-FW-5 Ca-EE-G6

A fracdo eluida com hexano:diclorometano (9:1) forneceu um sélido cristalino branco
(148,5 mg), apresentando teste de Lieberman-Burchard positivo para esterdides (Esquema
111.7). Esse solido foi nomeado de Ca-EE-1. Mistura de f-sitosterol e estigmasterol; p.f.: 133,6
—137,4 °C; dados fisicos e quimicos semelhantes aos registrados para Fo-EE-3 (ver pag. 39)
As fragdes 12 a 20 foram reunidas e submetidas a CC de florisil e eluicdo com hexano,
diclorometano, acetato de etila e etanol, em gradiente crescente de polaridade. O fracionamento
forneceu 24 fracbes de 10 mL. A fracdo eluida com hexano:diclorometano (8:2) apresentou-se
como um solido que foi recristalizado em etanol (0,0439 g), apresentando teste Lieberman-
Burchard positivo para esterdides. Esse solido foi nomeado de Ca-EE-2. Mistura de f-sitosterol
e estigmasterol; p.f.: 131,5 — 135,0 °C; dados fisicos e quimicos semelhantes aos registrados
para Fo-EE-3 (ver pag. 39).
As fragdes 21 a 29 foram reunidas (0,8870 g) e submetidas a CC de florisil e eluicdo com

hexano, dicloromentano, acetato de etila e etanol, em gradiente crescente de polaridade. O
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fracionamento resultou em 65 fracfes de 10 mL. As fracdes eluidas com diclorometano:acetato
de etila (1:1) foram reunidas e recristalizadas em etanol. O sélido cristalino branco (45,1 mg)
apresentou teste Lieberman-Burchard positivo para triterpenos pentaciclicos. Esse sélido foi
nomeado de Ca-EE-3 que por andlises dos espectros no IV, RMN de *H e RMN de *C 1D e 2D

indicou tratar-se de 34-Hidroxi-28-ursolato de metila; (p.f.: 218,9-222,7 °C).

Ca-EE
(m = 74,0873 g)

CC emsilica gel

l Hexano l CHCls; ACOEt l EtOH l MeOH l MeOH:H,0
(1:1)
Ca-EE-G3
(m=2,9284 g)
CC emsilica gel
l Hexano DCM l AcCoEt
Ca-EE-G3-12 Ca-EE-G3-21
Ca-EE-G3-11 a a
Ca-EE-G3-20 Ca-EE-G3-29
CC em florisil CC em florisil CC em florisil
Hexano:DCM (8:2) DCM:ACoEt (1:1)

Hexano:DCM (9:1)

Recristalizagao em EtOH Recristalizacdo em EtOH

Ca-EE-1 Ca-EE-2 Ca-EE-3

(m =0.1485 o) (m =0.0439 o) (m = 0.0451 o)

Esquema 111.7. Sequéncia do fracionamento cromatografico do extrato Ca-EE.

As demais fragOes do extrato Ca-EE apresentaram-se como misturas complexas, nédo

permitindo o isolamento e caracterizagdo de seus componentes.
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4. Estudo Fitoquimico da Raiz
4.1. Extrato hexanico (Ra-EH)

Do extrato Ra-EH (9,1710 g), uma aliquota de 0,00917 g foi armazenada para testes de
atividade bioldgica. O restante de Ra-EH (9,0793 g) foi submetido a CC de alumina neutra e
eluicdo com hexano, clorofomio, acetato de etila, etanol, metanol e agua, em gradiente
crescente de polaridade.

As fracBes em hexano foram reunidas e submetidas a CC de silica gel e eluicdo com
hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol, em gradiente crescente de polaridade. O
fracionamento forneceu 27 fracGes de 10 mL. As fracdes eluidas com hexano foram reunidas (5
mg) e nomeadas de Ra-EH-1. Mistura de hidrocarbonetos; p.f.: 52,4 — 63,3 °C. A analise por
CG foi comparada com padrdes de hidrocarbonetos saturados Cz7, Czs, C29, C30, Ca1, Ca2, Cs3,
Css, Css, Cas € Car.

As demais fragbes do extrato Ra-EH apresentaram-se como misturas complexas, ndo

permitindo o isolamento e caracterizagao de seus componentes.

4.2. Extrato Etanolico (Ra-EE)

Do extrato Ra-EE (2,8500 g), uma aliquota de 0,0290 g foi armazenada para testes de
atividade bioldgica. O restante de Ra-EE (2,8220 g) foi submetido a CC de alumina neutra e
eluicdo com hexano, clorofomio, acetato de etila, etanol, metanol e agua, em gradiente
crescente de plaridade. O fracionamento resultou em 28 fragdes de 25 mL. Apos andlise por

CCDS, as fracdes foram reunidas em 6 grupos, conforme Tabela 111.6.
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Tabela I11.6. Resultado do fracionamento cromatografico do extrato Ra-EE

Solvente Fracoes Grupo Massa
Hexano Ra-EE-FH1 a Ra-EE-FH4 Ra-EE-G1 0,1985¢g
Hexano:acetato de
etila (9:1) Ra-EE-FHAL Ra-EE-G2 0,1254 g
Hexano:acetato de Ra-EE-FHA2 Ra-EE-G3 0,6020 g
etila (1:1)
Acetato de Etila Ra-EE-FA1 a Ra-EE-FA13 Ra-EE-G4 0,2013 g
Etanol Ra-EE-FE1 a Ra-EE-FE2 Ra-EE-G5 0,1850 g
Metanol:agua Ra-EE-FMW!1 a Ra-EE-FMW7 Ra-EE-G6 0,1320 g

A fracdo R-EE-G2 (0,1254 g) foi recristalizada em metanol, obtendo-se um sélido branco
cristalino soltivel em cloroférmio. Esse solido foi recristalizado em etanol (9,0 mg) e nomeado
de Ra-EE-1, apresentando teste Liebermann-Burchard positivo para esterdides. Mistura de -
sitosterol e estigmasterol; p.f.: 146,9 — 148,1 °C. Os dados de Ra-EE-1 foram semelhantes aos
registrados para Fo-EE-3 (ver pag. 39).

A fracdo Ra-EE-G3 foi recristalizada em etanol, obtendo-se um sélido cristalino branco
(2,9 mg) soluvel em cloroférmio, apresentando teste Liebermann-Burchard positivo para
esterdides. Esse solido foi nomeado de Ra-EE-2. Por analise espectroscopica este composto foi
identificado como 3-O-f-D-glicosil-Sitosterol e 3-O-p-D-glicosil-Estigmasterol; p.f.: 282,9 —
285,6 °C.

As demais fracGes do extrato Ra-EE apresentaram-se como misturas complexas, néo

permitindo o isolamento e caracterizacao de seus componentes.
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5. Dados Fisico-Quimicos das Substancias e ou Misturas Isoladas

5.1. Fo-EH-1 (Mistura de Hidrocarbonetos)

Aspecto: Solido branco cristalino

Faixa de fusdo: 62,9 — 68,7 °C

Solubilidade: Hexano:diclorometano (6:4)

RMN de H (400 MHz, CDCls) &4: 2,74 (s, 2H), 1,25 (s, 40H) e 0,88 (m, 6H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &: 31,95 (CHa), 29,72 (CHy), 29,68 (CH2), 29,38 (CHy),
22,71 (CH2) e 14,12 (CHs).

CG/EM: pico de T.R. 52,14 min (71,15%) com EM (EI; 70 eV) m/z 267 (M*), 197, 183, 1609,
155, 141, 127, 113, 111, 99, 85, 71, 57 e 43 (pico base); pico de T.R. 46,45 (10,59%) com EM
(El; 70 eV) m/z 287 (M*), 211, 195, 127, 113, 97, 85, 71, 57 e 43 (pico base); pico de T.R.
48,79 min (9,47%) com EM (EI; 70 eV) m/z 169 (M"), 155, 141, 125,113, 97, 85, 71, 57 e 43

(pico base).

5.2. Fo-EE-1 (Mistura de Hidrocarbonetos insaturados)

Aspecto: Soélido cristalino

Faixa de fusdo: 102,4 — 106,5 °C

Solubilidade: Hexano:diclorometano (8:2)

RMN de H (400 MHz, CDCls) &+ 5,14 (m, 2H), 2,02 (m, 8H), 1,68 (m, 4H), 1,60 (m, 8H),
1,26 (m, 28H) e 0,88 (M, 8H).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & 135,32 (C=), 135,11 (C=), 131,45 (C=), 124,64 (CH=),
124,55 (CH=), 39,99 (CH2), 39,97 (CH>), 32,17 (CH2), 29,95 (CH>), 29,61 (CH>), 28,51 (CH>),
27,01 (CHy), 26,90 (CH2), 25,92 (CH), 22,93 (CH2), 17,90 (CHs3), 16,26 (CHz3), 16,22 (CHa),

14,39 (CHs) e 14,35 (CHa).
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“
5.3. Fo-EE-2 (a-Amirina)
Formula molecular: CzoHsoO
Aspecto: Solido branco cristalino

Faixa de fusdo: 78,0 — 81,1 °C

Solubilidade: Hexano:diclorometano (1:1)

23 24

RMN de H (400 MHz, CDCls) &4: 5,15 (m, 1H), 5,12 (m, 2H), 4,15 (d, J= 6,9 Hz, 2H), 3,23
(dd, J=4,9 e 3,4 Hz) e 2,17 — 0,79 (varios sinais sobrepostos).

RMN de 13C (400 MHz; CDCls) &+ 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 15,6 (C-24 e C-25).

5.4. Fo-EE-3 (Mistura de g-sitosterol e estigmasterol). Os compostos Fo-EE-4 a Fo-EE-8,
Ca-EE-1, Ca-EE-2 e Ra-EE-1 apresentara dados fisico-quimicos semelhantes

Formula molecular: CagHsoO
Aspecto: Sélido branco cristalino
Faixa de fusdo: 133,6 — 137,4 °C

Solubilidade: Hexano

IV (KBr, cm™) v: 3428, 3310, 2950, 2860, 1650, 1630, 1450, 1350, 1065, 1050, 860, 722 e
634.

RMN de H (400 MHz; CDCls) &+ 5,35 (d, J = 4,4 Hz,1H, H-6), 5,21 (m), 4,95 (m), 3,50
(m,1H, H-3), 2,21 (m), 1,80 (m), 1,52 (m) e 1,50 — 0,60 (varios sinais sobrepostos).

RMN de *C (100 MHz; CDCls) &: 140,7, 138,0, 129,0, 121,7, 71,8, 56,7, 56,0, 50,1, 45,8,

42,3, 31,9, 31,6, 29,6, 29,1, 28,6, 26,1, 23,3.
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5.5. FI-EH-1 (Mistura de hidrocarbonetos)

Aspecto: Sélido branco

Faixa de fusdo: 43,2 - 62,1 °C

Solubilidade: Hexano

A andlise por CG apresentou mistura de substancias com T.R. entre 10 e 15 min, com
predominancia do pico com T.R. 12,5 min. A comparacdo com padrbes de hidrocarbonetos
alifaticos e saturados indicou tratar-se de uma mistura constituida por hidrocarbonetos

alifaticos Cag, Cso, C31, C32 € Caa.

5.6. FI-EH-2 (a-amirina e f-amirina)
Formula molecular: CzoHsoO

Aspecto: Solido branco cristalino

Faixa de fusdo: 77,6 — 78,7 °C 1 3 B-OH, a-amirina
23 24

Solubilidade: Hexano:diclorometano (7:3)

RMN de 13C (400 MHz; CDCls) & 5,18 (m), 5,12 (m), 3,22 — 3,21 (m, H-3), 1,90 — 0,75
(varios sinais sobrepostos);

RMN de 13C (100 MHz; CDCls) &: 145,2 (C), 139,6 (C), 124,5 (CH), 121,8 (CH), 79,1 (CH),
78,3 (CH), 59,1 (CH), 55,3 (CH), 55,2 (CH), 47,8 (CH), 47,7 (CH), 47,3 (CH), 46,9 (CH), 42,1
(C), 41,8 (C), 40,1 (C), 39,7 (CH), 39,6 (CH), 38,8 (C), 38,8 (CH>), 38,6 (CH.), 37,2 (C), 37,0
(C), 37,2 (CH2), 34,8 (CH2), 33,8 (C), 33,0 (CH2), 32,8 (CH2), 31,3 (CHy), 31,1 (CH), 28,8
(CHy), 28,4 (CHs), 28,1 (CHz3), 27,9 (CHg), 27,3 (CHy), 27,0 (CH>), 26,7 (CH>), 26,2 (CH>),
26,0 (CHa), 23,7 (CHs), 23,6 (CH2), 23,4 (CHy), 23,3 (CHz3), 21,41 (CH), 18,9 (CH3), 18,4

(CHy), 17,5 (CHa), 16,8 (CHs), 15,7 (CHs), 15,6 (CHs3) e 15,5 (CHs).
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5.7. FI-EE-1 (Acido ursolico)
Formula molecular: CsoHagO2
Aspecto: Solido branco cristalino

Faixa de fusdo: 224,3 — 2275 °C

Solubilidade: diclorometano:etanol (19:1) acido ursélico

IV (KBr, cm™) v 3430, 2927, 2871, 1731 (ombro), 1692, 1457, 1387, 1379, 1093, 1030, 807 e
662.

RMN de 'H (400 MHz; MeOD) &4: 5,20 (t, 1H, H-12), 3,15 (dd, J = 11,2 e 4,9 Hz, H-3), 2,10
(d, J= 11,2 Hz, H-18), 1,84 — 0,68 (Vvérios sinais).

RMN de 3C (100 MHz; MeOD) &: 181,9 (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).

5.8. FI-EE-2 (Acido 2a,3319¢-tri-hidroxi-urs-12-en-28-6ico, Acido ursélico)

HO,

Férmula molecular: CzoHagOs
Aspecto: Solido branco cristalino

Faixa de fusdo: 278,5 — 283,2 °C

Solubilidade: diclorometano:etanol (9:1)
IV (KBr, cm™) v: 3430, 2970, 2850, 1692, 1460, 1379, 1262, 1233, 1156, 1048, 1033, 932,
866 e 802.

RMN de 'H (MeOD, 400 MHz) &4: 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 e 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),
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1,53 (m, H-22b), 1,45 (m, H-6a), 1,42 (m, H-16b), 1,39 (m, H-6b), 1,27-1,24 (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 (MeOD, 100 MHz) &: 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).

5.9. Ca-EH-1 (Mistura de hidrocarbonetos)

Aspecto: Solido branco

Faixa de fusdo: 49,5 - 63,4 °C

Solubilidade: Hexano

RMN de *H (200 MHz, CDCls) 64: 1,56 (m), 1,25 (m) e 0,88 — 0,84 (véarios sinais sobrepostos).
RMN de C (50 MHz, CDCls) &: 31,95 (CHz), 29,73 (CHy), 29,39 (CH2), 22,71 (CHy) e
14,13 (CHa).

A andlise por CG apresentou mistura de substancias com T.R. entre 9 e 17 min. A comparacao
com padrdes indicou tratar-se de mistura hidrocarbonetos alifaticos e saturados Cag, Cso, Cs1,

Cs2, Cas, Cas, Css, C36 € Car7.
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5.10. Ca-EE-2 (34-OH. 28-COOMe, metilursolato)
Formula molecular: CziHs102
Aspecto: Solido branco cristalino

Faixa de fusdo: 218,9-222,7 °C

Solubilidade: diclorometano:acetato de etila (1:1) 340H,28-COOMe, metilursolato

RMN de 'H (400 MHz; MeOD) &x: 5,30 (m, H-12), 3,65 (s, O-Me), 3,42 (d, J = 6,5 Hz, H-3),
2,05 (H-16), 2,12 (H-18), 1,92 (m, H-11), 1,73 (m, H-2), 1,63 (m, H-9a), 1,47 (m, H-19a), 1,16
(s, H-26), 1,12 (s, H-27), 0,92 (d, J = 3,2 Hz, H-30) e 0,88 — 0,84 (varios sinais sobrepostos).

RMN de 13C (100 MHz; MeOD) & 180,4 (C-28), 138,5 (C-13), 125,3 (C-12), 78,8 (C-3), 55,3
(C-5), 53,0 (C-18 e O-Me), 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 ¢
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).

5.11. Ra-EH-1 (Mistura de hidrocarbonetos)

Aspecto: Solido branco

Faixa de fusdo: 52,4 - 53,2 °C

Solubilidade: Hexano

A andlise por CG apresentou mistura de substancias com T.R. entre 6 e 17 min. A comparacao
com padrées de hidrocarbonetos alifaticos e saturados indicou tratar-se de uma mistura

constituida por hidrocarbonetos alifaticos Czs, Czs, C27, Cag, C29, Cs0, Cs1, Cs2, Ca3, Cz4 € Cas.
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5.12. Ra-EE-2 (Mistura de 3-O-g-D-glicopiranosil-Sitosterol e 3-O-f-D-glicopiranosil-
Estigmasterol)

Aspecto: Sélido branco amorfo

Faixa de fusao: 282,9 — 285,6 °C

Solubilidade: Hexano

RMN de 13C (400 MHz; CDCl3) &+: 5,33 (d, 1H, H-6), 5,16 (d, J = 8,6 Hz, H-22), 5,06 (d, J =
8,6 Hz, H-23), 4,86 (m, OH), 4,43, 4,22 (d, J = 7,7 Hz, 1H, H-10),3,69 (m, H-3"), 3,78-3,47 (m,
H-6’b), 3,64 (m, H-6’a) 3,30-2,28 (m, H-2), 3,13-3,01 (m, H-3°, H-4’, H-5"), 2,90 (m, H-2"),
2,3 (t, 1H, H-1), 1,95- 1,14 (vérios sinais), 1,01-0,69 (varios sinais), 066 (s, 3H, H-18).

RMN de 3C (100 MHz; CDCls) &: 140,5 (C-5), 138,0 (C-22), 128,8 (C-23), 121,2 (C-6),
100,8 (C-17), 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).

OH
HO ° O
HO.

OH

3-O-B-D-glicopiranosil-sitosterol

OH
HO ° 0]
HO

OH

3-O-3D-glicopiranosil-estigmasterol
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1.Andlise de Fo-EH-1

A Figura IV.1 mostra o espectro de RMN de H de Fo-EH-1. Esse espectro registra apenas
sinais na regido entre on 2,74 e 0,84, caracteristicos de estruturas alifaticas saturadas. O sinal em
on 2,74 pode ser atribuido a hidrogénios metinicos ou metilénicos; o sinal em ¢4 1,25 pode ser
atribuido a hidrogénios metilénicos e o multipleto em o4 0,84 pode ser atribuido a hidrogénios
metilicos. Considerando que a integracdo (i) do sinal em &4 0,84 (i = 72,26) seja atribuido a

hidrogénios de dois grupos metilas, e a integracdo em 2,74 (i = 27,71) e 1,25 (i = 421,48)

sugerem um hidrocarboneto de férmula minima Cz1Haa.

|E| PROCNO 1
f2 - Acquisition Parameters
Date_ 20031210
Time 17.17
INSTRUM spect
PROBHD S mm Dual {3
PULPROG 2g30
0 65536
SOLVENT £0c13
NS 16
s 2
SHH 4139.073 Hz
FIDRES (.063157 Hz
AQ 7.9167986 sec
RG 287.4
on 120.800 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
i3 1.00000000 sec
s==s======== CHANNEL fi ======:
NUC1 iH
P1 13.25 usec
PLE -6.00 ¢B
SFO1 200.1312359 MHz

F2 - Processing parameters

st 32768
SF 200. 1300020 MHZ
WO¥ EM

3B 0

B 0.30 Hz
68 0

pC 1.00

1D NMR plot parameters

cX 20.00 cm
FIP 9.240 pow
F1 1849.21 W
Fop -0.944 ppm
F2 -188.97 W
PPMCN 0.50521 ppavea
HICM 101.90900 HeAS

Figura 1V.1. Espectro de RMN de 'H de Fo-EH-1 (CDCls; 400 MHz).
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A Figura IV.2 mostra o espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT 135° de Fo-EH-1. O
espectro registra apenas sinais entre oc 32,0 e 14,0, confirmando tratar-se de uma estrutura
alifatica e saturada. De acordo com o subespectro DEPT 135°, os sinais em o&c 31,95, 29,72,

29,68, 29,38 e 22,71 correspondem a carbonos metilénicos e o sinal em oc 14,12 corresponde a

carbono metilico.

Current Data Parameters
NANE 13
Q=0 vmo @ oy o ~ EXPN0 6
g A8% SNE8 T o S oae '
e RRE aooo N A [S) F2 - hcquisition Parameters
T ™ T Date_ 20040115
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INSTRUM spect
PROBHD 5 ma Multinucl
D = = PULPROG 19p930
T : : e
g SOLVENT coc3
‘ \l / | NS 3072
0s 4
SHH 22075.055 Mz
FIDRES 0.336839 Mz
LU] 1.4844404 sec
RG 32768
ow 22.650 usec
3 6.00 usec
TE 300.0 x
01 2.00000000 sec
a1 0.03000000 sec
a12 0.00002000 sec
““I“““ ] - o ombden [ [, CHANNEL f{ =msasans
NUCH 13C
2y 9 80 usec
a1 0.00 o8
SFO1 1006228298 MH2
-------- CHANNEL f2 =seszmss
CPOPRG2 waltz16
NuC2 H
PCPO2 90.00 vsec
a2 3.00 0B
L2 25.91 oB
L RE] 26.00 0B
» & Y s s P " PP 502 400 1316005 WH2
2 - Processing parameters
51 32768
SF 100 6127664 MHz
wOW no
558 0
B 0 00 m2
8 0
€t 140
10 NMR piot parameters
| ot} 20 00 cm
| | | v 10.00 cn
1P 82 546 cor
1 2305 21w
» 30 e
- T Tt T Tr T - 2 19 .
b 70 & %0 © so 20 10 0 e
0 PR con

Figura I1V.2. Espectro de RMN de *C e DEPT 135° de Fo-EH-1 (CDCls, 100 MHz).
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A Figura IV.3 mostra o espectro de RMN de *C de Fo-EH-1, indicando as integragdes dos
sinais. Considerando que a integracdo do sinal em ¢&c 14,12 seja devida a 2 carbonos metilicos, as
integracOes dos sinais em oc 31,95, 29,72, 29,68, 29,38 e 22,71 corresponderdo a 2, 29, 2,1e 3

carbonos, respectivamente. Esses resultados sugerem um hidrocarboneto de férmula minima

Ca29Heo.
Current Oata Parameters
NANE hi3
n 0N - 0 o EXPND 6
E g] ~5fa 2 - PROCNO 1
2 & AR a8 < F2 - Acquisition Paremeters
T Date_ 20040116
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0 65536
SOLVENT €oc13
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05 ]
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A0 1.4844404 sec
RG 32768
[ 22,650 usec
i 3 6.00 usec
)3 300.0 K
b 2.00000000 sec
o1 0.03000000 sec
012 0.00002000 sec
seausans CHANNEL ] s=seceean
NUCY 13
] 9.80 user
oy 0.00 08
SFO1 100.6228298 Mz
------ CHANNEL 12 swssssas
LPOPRG2 waltz16
MIc2 1H
PLPD2 80.00 usec
a2 3.00 a8
LS 25.91 68
%13 26.00 08
SFoR 4001316005 MHz
72 = Processing parameters
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E 100 6127671 Wz
WOH no
558 0
.8 0.00 Hz
i\ @ 0
/ 3 14
g 2 I8 & 3} o g 10 NMR plot paramerers
z t", =™ S & = 20 00 cw
g - =lepe| - = ) 5 00 cn
= - e .2 884 pom
1 5 57 W
i ti32 pom
| ! ! | I l ' | I | ' 2 Tovh 36 M
ki 1 R 28 : 24 2: R 18 15 13 e 3 ¥1 geadcn
Wl de S WIN
b2 3 .

Figura 1V.3. Espectro de RMN de *C de Fo-EH-1, incluindo valores

das integragdes dos sinais (100 MHz; CDCly).
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A Figura IV.4 mostra o mapa de contornos HMQC de Fo-EH-1. Os hidrogénios em &4 0,84

correlacionam-se com o carbono em & 14,12; os hidrogénios em o4 1,25 correlacionam-se com

os carbonos em & 31,95, 29,72, 29,68, 29,38 e 22,71. Os hodrogénios em o4 2

.74 ndo se

correlacionam com carbonos, indicando tratar-se de hidrogénios ndo pertencentes a estrutura de

Fo-EH-1.
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Figura 1V.4. Mapa de contornos HMQC de Fo-EH-1 (400 MHz; CDCly).
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A Figura IV.5 mostra o mapa de contornos HMBC de Fo-EH-1. Os hidrogénios em o1 0,84

correlacionam-se com os carbonos em oc 22,71 e 31,95. Os hidrogénios em o4 1,25

correlacionam-se com os carbonos em oc 31,95, 29,72, 29,68, 29,38 e 22,71. Os hodrogénios em

oH 2,74 néo se correlacionam com carbonos, indicando tratar-se de hidrogénios ndo pertencentes

a estrutura de Fo-EH-1.
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Figura IV.5. Mapa de contornos HMBC de Fo-EH-1 (400 MHz; CDClIs).
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A Figura V.6 mostra o mapa de contornos COSY de Fo-EH-1. Os hidrogénios em &4 0,84
correlacionam-se com os hidrogénios em &y 1,25. Esses resultados mostram que este Gltimo sinal
pode ser atribuido a varios hidrogénios de grupo metilénicos. Os hodrogénios em &4 2,74 ndo se

correlacionam com carbonos, indicando tratar-se de hidrogénios ndo pertencentes a estrutura de

Fo-EH-1.
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Figura IV.6. Mapa de contornos COSY de Fo-EH-1 (400 MHz; CDClz).
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A Figura IV.7 mostra 0 mapa de contornos NOESY de Fo-EH-1. Os hidrogénios em &4
0,84 correlacionam-se com os hidrogénios em o4 1,25. Os hidrogénios em o+ 0,84 apresentam
dois contornos de correlagéo, indicando tratarem-se de diferentes grupos metila na estrutura. Os
hodrogénios em &4 2,74 néo se correlacionam com carbonos, indicando tratar-se de hidrogénios

ndo pertencentes a estrutura de Fo-EH-1.
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Figura IV.7. Mapa de contornos NOESY de Fo-FH-1 (400 MHz; CDCls).
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A Figura

fitoconstituinte Fo-EH-1. Os picos com tempos de retengdo (TR’s) em 52,14, 46,45 ¢ 48,60 min
sdo 0s mais intensos, correspondendo a 71,15%, 10,59% e 9,47% da area total, respectivamente.

Esses resultados mostram que Fo-EH-1 € uma mistura constituida predominantemente pela

substancia de T.R. = 52.14 min.

IV.8 apresenta o0 cromatograma obtido por cromatografia gasosa do

TC 1.0 BE590.
50
n <L e T -
% 50
PKNO RTIME ILTIME FTIME AMH(sec) AREA HEIGHT MARK %Totat NAME
1 2.898 2.842 3.025 3.818 638100 167409 3.18
2 41136 41.075 41200 2.137 162392 75989 0.80
3 42080 42017 42125 2332 163517 70121 0.81
4 43188 43.108 43250 2.592 2343033 132348 1.70
5 44604 44525 44675 3264 468307 143468 2.32
6 46454 46308 48.542 4036 2141377 433817 10.59
7 48793 48608 48892 6.308 1916814 303712 9.47
8 52144 51592 52225 16.072 143880685895249 71145

Figura 1V.8. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa de Fo-EH-1.
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A Figura 1V.9 mostra o espectro de Massas do pico com TR = 46,45 min do cromatograma
por CG de Fo-EH-1 da Figura IV.8. O pico em m/z 155 pode ser devido a fragmentacao do pico
em m/z 211, com perda de 56 unidades de massa atbmica, correspondente a CsHg. Os picos em
m/z 127, 113, 99, 85, 71, 57 e 43 podem ser atribuidos a perdas sucessivas de grupos CH. a partir
do pico em m/z 155, caracteristico de estruturas alifaticas. O pico de maior relacdo carga/massa €

registrado em m/z 289, correspondendo a uma férmula minima préxima a Ca1Haa.

f-:_l_:t _-:E_i_':I_H;!- A6 450 Luean B L0323
57
50
¥l
% kS a H
¥ o
1 L] 1{ 1 E? 1;5 r 2%‘ aifl
T 1% T 2 T ;

30.05 4.43 66.20 1.17 84.15 5.28 118.30 1.05
41.00 43,86 67.20 3.87 85.20 25.78 125.30 1.54
42,95 100.00 66.30 233 B86.35 1.1 126.30 117
4410 3.78 69.20 13.89 9520 1.52 12728 2.22
51.10 1.66 T0.25 787 97.15 586 15520 147
53.05 263 7115 41.98 98.40 2.26 21115 143
54.10 3.52 7215 242 99,25 298 287.20 1.53
55.05 26.63 7710 3.68 111.20 3.13 28820 1.34
56.10 13.06 81.05 219 11220 1.63 .
57.10 74.83 B2.20 2.76 113258 448
58.10 3735 > 83.10 7.21 11530 1.07

Figura IVV.9. Espectro de Massas do pico com T.R. = 46,45 min do

cromatograma por CG de Fo-EH-1.
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A Figura V.10 mostra o espectro de Massas do pico com T.R. = 48,80 min do
cromatograma por CG de Fo-EH-1 da Figura IV.8. Os picos em m/z 155, 141, 127, 113, 99, 85,
71, 57 e 43 podem ser atribuidos a perdas sucessivas de grupos CH> a partir do pico em m/z 169,
fragmentacdes caracteristicas de estruturas alifaticas. O pico em m/z 169 pode ser atribuido a
perda de hidrogénio radical do ion molecular, correspondendo a uma férmula minima préxima a

C12Hze.

Het Time 48 800 Scan #f hEOL
57
LS
T
LR
# 85 % ¢
| 1R
155 E
T || 5 PO | P J.I'! T TR L 3
R SRR R SR R RS e ' ' SRR T A :
38.05 3.19 58.10 3.79 85.20 2288 113.25 4.15
41.00 4543 67.15 4.18 86.45 1.78 12618 207
42 95 100.00 69.10 14.95 95.50 246 126.05 1.70
44.00 3.92 71.00 54.47 97.15 6.46 127.05 1.74
52.95 1.77 7225 1.54 98.15 2867 14135 180
54,10 3.89 81.25 2.95 9915 4.97 155.28 2.57
55.05 2613 82.30 273 10915 192 . 168.25 1.76
556.15 12.88 §3.20 9.27 111.20 2,98
57.10 77.39 84.15 4.57 11210 2.03

Figura 1V.10. Espectro de Massas do pico com T.R. = 48,80 min,

do cromatograma por CG de Fo-EH-1.
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A Figura IV.11 mostra o espectro de Massas do pico com T.R. = 52,12 min do
cromatograma por CG de Fo-EH-1 da Figura IV.8. Os picos em m/z 183, 169, 155, 141, 127,
113, 99, 85, 71, 57 e 43 podem ser atribuidos a perdas sucessivas de grupos CH3 a partir do pico
em m/z 197, fragmentacOes caracteristicas de estruturas alifaticas. O pico em m/z 267 pode ser
atribuido a perda de hidrogénio radical do ion molecular, correspondendo a uma formula minima
proxima a CigHaso. Portanto, os dados de RMN e os dados de CG/EM indicam que Fo-EH-1 é
constituido principalmente por uma mistura de hidrocarbonetos saturados de cadeias longas e de

formulas moleculares Ci9Hao (71,15%), C21Haa (10,59%) e C12H26 (9,47%) 4.

RetTime 52117 Scan # 6003

) L 7w e i o 58
L) m 3
38.05 4.08 69.20 13.89 96.20 1.83 127.15 220
41.00 41.60 70.20 8.98 97.18 5.76 140.35 0.88
42.95 100.00 71.20 49.74 98.20 2.32 14130 1.37
44.10 3.58 72.10 232 99.15 6.81 153.20 0.70
53.10 1.80 79.15 0.75 100.30 0.84 165.25 1.38
55.00 30.14 81.15 222 11115 292 169.10 1.02
$6.10 15.08 82.15 2.71 11225 161 183.10 1.01
§7.10 83.72 83.15 10.97 113.20 3.32 197.10 0.85
58.15 3.75 84.20 5.45 118.25 066 266.15 0.79
66.058 0.64 85.15 29.52 12426 0.87 267.15 0.81
67.15 3.43 86.15 1.91 12520 1.46
68.25 3.78 895.15 1.19 126.20 134

Figura IV.11. Espectro de Massas do pico com T.R. =52,11 min,

do cromatograma por CG de Fo-EH-1.
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2. Analise de Fo-EE-1

A Figura IV.12 mostra o espectro de RMN de *H de Fo-EE-1. O sinal largo entre &4 5,15 e
5,12 pode ser atribuido a hidrogénios alquinilicos. Os demais sinais sdo registrados entre o 2,02
e 0,85, correspondendo a hidrogénios de grupos alifaticos saturados. Considerando que o sinal
largo dos hidrogénios alquenilicos corresponde a dois hidrogénios, a relacdo com as integragdes

dos demais sinais indica uma férmula minima proxima a CagHse.
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Figura IV.12. Espectro de RMN de *H e ampliacéo do espectro de Fo-EE-1 (CDCls; 200 MHz)

na regido entre o4 2,3 —0,7.
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A Figura IV.13 mostra o espectro de RMN de **C e o espectro DEPT 135° de Fo-EE-1. Os
sinais em oc 135,32, 135,11 e 131,45 s&o devidos a carbonos olefinicos ndo hidrogenados. Os
sinais em oc 124,64 e 124,55 séo devidos a carbonos olefinicos e metinicos. Os sinais em &
39,99, 32,17, 29,95, 28,51, 27,01, 26,90 e 22,93 sdo devidos a carbonos metilénicos. Os sinais em
oc 25,92, 17,90, 16,26 e 14,35 correspondem a carbonos metilicos. Esses dados estdo de acordo

com uma estrutura de hidrocarboneto insaturado com férmula minima préxima a CaoHss. Porém,

a complexidade do espectro ndo permitiu a sua elucidacéo estrutural.
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Figura IV.13. Espectro de RMN de '3C e subespectro DEPT 135°

de Fo-EE-1 (CDCl3; 50 MHz).
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3. Anélise de Fo-EE-2

O teste Liebermann-Burchard foi positivo para triterpeno pentaciclico. A Figura 1V.14
mostra o espectro de RMN de H de Fo-EE-2. O sinal largo entre &4 5,15 e 5,12 pode ser
atribuido ao hidrogénio alquenilico H-12 da a-amirina. O sinal dupleto em &4 4,15 (J= 6,9 Hz)
pode ser atribuido ao hidrogénio hidroxilico em C-3. O sinal multipleto entre ¢4 3,27 e 3,15 pode
ser atribuido ao hidrogénio do carbono hidroxilado C-3. Os demais sinais séo registrados na
regido entre o4 2,17 e 0,79, podendo ser atribuidos a hidrogénios metinicos, metilénicos e

metilicos da a-amirina.
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Figura 1V.14. Espectro de RMN de 'H de Fo-EE-2 (CDCls; 200 MHz) e ampliagio na regido

entre o4 5,5 -3,1.
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A Figura IV.15 mostra o espectro de RMN de **C de Fo-EE-2. O sinal em & 139,6 pode
ser atribuido ao carbono ndo hidrogenado C-13 da a-amirina. O sinal em &c 124,4 pode ser
atribuido ao carbono metinico C-12. O sinal em o&c 79,1 pode ser atribuido ao carbono metinico e
hidroxilado C-3. O sinal em &c 59,1 pode ser atribuido ao carbono metinico C-18. O sinal em &c
55,2 pode ser atribuido ao carbono metinico C-5. O sinal em o&c 47,7 pode ser atribuido ao
carbono metinico C-9. Os demais sinais sdo registrados na regido entre &c 42,1 e 15,6, podendo

ser atribuidos a carbonos metinicos, metilénicos e metilicos da a-amirina.
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Figura IV.15. Espectro de RMN de **C de Fo-EE-2 (CDCls; 50 MHz) e ampliagdo na
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A Figura IV.16 mostra o espectro DEPT 135° de Fo-EE-2. Os sinais em & 28,1, 22,7, 21,3,
17,5, 16,9 e 15,6 correspondem a carbonos metilicos. Os sinais em &c 41,5, 39,4, 32,9, 31,9, 28,7,
27,3, 26,6, 23,3 e 19,8 correspondem a carbonos metilénicos. Os sinais em o&c 124,4, 79,1, 55,2,

47,7 e 39,6 correspondem a carbonos metinicos. Os demais sinais que sdo observados no espectro

de RMN de C, porém nio observados no subespectro DEPT 135, sdo carbonos quaternarios.
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Figura 1V.16. Espectro de DEPT 135° de Fo-EE-2 (CDCls; 50 MHz) e ampliacéo

na regido entre ¢c 41,5 —15,1.
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As atribuicbes dos sinais de RMN de ‘3C de Fo-EE-2 apresentados na Tabela IV.1, que
inclui também dados de & descritos na literatura para a-amirina’™®, ambos em CDCls. Os
deslocamentos quimicos dos carbonos de Fo-EE-2 apresentam-se muito préximos aos sinais
correspondentes registrados na literatura para a-amirina, indicando que ambas sdo a mesma

substancia.

Tabela IV.1. AtribuicBes dos sinais de RMN de *3C de Fo-EE-2 e de a-amirina

Atomo Fo-EE-2 a-amirina
o o
C-1 39,4 38,7
C-2 27,3 27,2
C-3 79,1 78,3
C-4 38,8 38,7
C-5 55,2 55,2
C-6 19,8 18,3
C-7 32,9 32,9 0
C-8 40,0 40,0 :
C-9 477 47,7
C-10 36,9 36,9
C-11 23,3 23,3
C-12 124,4 124,3
C-13 139,6 139,3
C-14 421 42,0
C-15 28,7 28,7
C-16 26,6 26,6
C-17 33,7 33,7
C-18 59,1 58,9
C-19 39,6 39,6 o-amirina
C-20 39,6 39,6
C-21 31,9 31,2
C-22 41,5 415
C-23 28,1 28,1
C-24 15,6 15,6
C-25 15,6 15,6
C-26 16,9 16,8
C-27 22.7 23,3
C-28 28,1 28,1
C-29 17,5 17,4

C-30 21,3 21,3
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A o-amirina, como o0s demais triterpenos pentaciclicos, sdo produtos naturais e
componentes minoritarios em organismos vivos, sendo definidos como metabdlitos secundarios.
Nas plantas, os triterpendides desempenham um papel fundamental na defesa contra agentes
externos, tais como: microorganismos (bactérias e fungos)’’. A variedade estrutural dessa classe
de triterpenos tem sido de grande interesse nos estudos de suas propriedades bioldgicas,
apresentando-se como antiinflamatorios, anti-bacterianos, fungicida, antivirais, analgésicos,
cardiovasculares, antitumorais e tuberculostaticos®. a-Amirina e p-amirina isolados de E.
precatdria (Arecaceae) apresentaram testes de toxidade sobre A. salina, tanto nos extratos quanto
isoladas, com DLso= 200 pg/mL e DLso= 23 pg/mL®, respectivamente. Da resina da espécie
Protium kleinii foram isoladas misturas de a-amirina e f-amirina que demonstraram efeitos
antinociceptivo em diversos modelos de nocicep¢do quimica e mecénica. Os efeitos anti-
hiperalgésico da a-amirina tém sido observados nas dores inflamatdrias persistentes induzidas
pela injecdo intraplantar de Adjuvante Completo de Freund®8L,

a-Amirina e f-amirina podem ser encontradas na forma livre ou ligadas a um grupo
glicosila, acido graxo ou estruturas fendlicas. Dentre suas propriedades biologicas, a-amirina
apresenta atividade contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus®?®3, Alguns
estudos mostram que a-amirina e outros triterpendides apresentam atividades similares aos
corticoides, com inibicdo do mRNA e dos inibidores de sintese protéica da actinomicina e
cicloheximida®®, A atividade antiinflamatoria dos triterpendides apresenta uma contribuicio do
grupo no carbono C-28, podendo ser importante para os receptores glucocorticoides®®. A
atividade antiinflamatoria dos triterpendides tem sido atribuida também a presenca de grupos
carboxilicos e hidroxilicos em posicdes especificas. No caso da a-amirina, essa atividade tem

sido atribuida a posig&o do grupo hidroxila em C-38¢.
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A o-amirina apresenta potencial de inibicdo dos sinais reguladores das enzimas proteicas
de eucariontes cAK e do ciclo do PKA®, sendo também inibidora competitiva da tripsina da
serine protease e da quimotripsina bovina®®. As proteases segregadas podem contribuir para as
inflamacGes pela sintese da citocina. Essas inibicdes indicam efeitos antiinflamatorios

localizados®®.

4. Analise de Fo-EE-3

O solido branco Fo-EE-3 (3,0 mg) apresentou fusdo entre 133,6 e 137,4 °C e teste
Liebermann-Burchard positivo para esterdides. As Figuras 1V.17 a V.19 apresentam 0 espectro
de RMN de 'H de Fo-EE-3. O sinal dupleto centrado em &4 5,35 (J= 4,4 Hz) pode ser atribuido
aos hidrogénios H-6 de f-sitosterol e estigmasterol. Os sinais multipletos em &4 5,21 e 4,95
podem ser atribuidos respectivamente aos hidrogénios alquenilicos de H-22 e H-23 do
estigmasterol. O sinal entre &4 3,70 e 3,45 pode ser atribuido aos hidrogénios H-3 de ambos 0s

compostos. Os demais sinais sdo caracteristicos de estruturas predominantemente alifaticas (on <
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As Figuras 1V.20 a IV.22 mostram o espectro de RMN de 3C de Fo-EE-3. Os sinais em
oc 140,7 e 121,7 podem ser atribuidos aos carbonos C-5 e C-6, respectivamente, tanto do f-
sitosterol quanto do estigmasterol bem como sdo observados os sinais em ¢c 138,4 e 129,3,
respectivamente dos carbonos C-22 e C-23 do estigmasterol. Isso indica uma proporcao
significativamente menor do estigmasterol na mistura esteroidal. Outros sinais sdo registrados e
confirmam a mistura entre fS-sitosterol e estigmasterol: como o sinal em o&c 71,7 atribuido a C-3
de ambos o0s esterdides; os sinais em &c 56,7 e 56,0 atribuidos aos carbonos C-14 de fS-sitosterol e
estigmasterol, respectivamente; os sinais em Jc 39,7 e 39,6 atribuidos a C-12 de f-sitosterol e
estigmasterol, respectivamente; os sinais em & 31,9 e 31,6 atribuidos aos carbonos C-8 de

estigmasterol e S-sitosterol, respectivamente.
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A Figura 1V.23 apresenta o espectro de absorcdo na regido do Infravermelho (IV). As
absorcdes em v 3428 e 3310 cm™ podem ser atribuidas a estiramentos de O-H. As absorcdes
entre v 2950 e 2860 cm™ correspondem a estiramentos de C-H de grupos alifaticos. As absorcdes
pouco intensas na regido entre v 1650 e 1630 cm™ correspondem a estiramentos de C-H de
carbonos alquenilicos. As absorcOes intensas em v 1450 e 1380 cm™ podem ser atribuidas a

deformag@es angulares de grupos metilicos e metilénicos. As absor¢des em v 1065 e 1050 cm™

podem ser atribuidas a estiramento C-O"*

E?N\ o Al
R | ~ || =l

Figura IV.23. Espectro de absorgo na regido do IV de Fo-EE-3 (KBr, cm™).
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A Tabela V.2 apresenta as atribui¢Oes dos sinais de RMN de *3C de Fo-EE-3 e dados do -
sitosterol e estigmasterol’®" 8% (em CDClI3). Os deslocamentos quimicos dos carbonos de Fo-

EE-3 apresentam-se muito proximos aos sinais dos carbonos correspondentes que s&o registrados

Tabela 1V.2. AtribuicBes dos sinais de RMN de *C de Fo-EE-3, S-sitosterol e estigmasterol

Atomo Fo-EE-3 estigmasterol Fo-EE-3 [-sitosterol
oc o oc oc
C-1 37,2 37,3 37,2 37,3
C-2 31,8 31,7 31,8 31,7
C-3 71,7 71,8 71,7 71,8
C-4 42,2 42,4 42,2 42,2
C-5 140,7 140,8 140,7 140,7
C-6 1217 1217 121,7 1217
C-7 31,9 31,9 31,9 31,9
C-8 31,6 31,9 31,8 31,8
C-9 50,1 50,2 50,1 50,1
C-10 36,4 36,6 36,4 36,5
C-11 21,0 21,1 21,0 21,2
C-12 39,7 39,7 39,7 39,7
C-13 42,3 42,4 42,3 42,2
C-14 56,7 56,9 56,7 56,8
C-15 24,2 24,4 24,2 24,3
C-16 29,1 29,0 28,2 28,4
C-17 56,0 56,1 56,0 56,0
C-18 11,9 12,1 11,8 11,9
C-19 19,3 19,4 19,3 19,4
C-20 40,5 40,5 36,1 36,3
C-21 21,0 21,1 18,7 18,9
C-22 138,0 138,4 33,9 33,9
C-23 129,0 129,3 26,0 26,1
C-24 51,3 51,3 45,8 45,9
C-25 31,8 31,9 29,1 29,1
C-26 21,0 21,3 19,8 19,8
C-27 19,0 19,0 19,0 19,0
C-28 26,0 25,4 23,0 23,1

C-29 11,9 12,3 11,9 12,3
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Pelo espectro de RMN de 'H de Fo-EE-3 (Figura I1V.19, pag. 73), a relacdo entre as
integracdes dos sinais em on 5,21 (H-6 do S-sitosterol e estigmasterol) e 4,95 (H-22 e H-23 do
estigmasterol) indicam uma mistura S-sitosterol:estigmasterol (2,26:1,00). Ambos os esteroides
apresentam esqueleto basico do tipo peridrocliclopentanofenantreno e encontram-se largamente
distribuidos nos meios biol6gicos®.

Os esteroides sdo matérias-primas em processos industriais para producdo de hormonios
esteroidais®®. Na industria alimenticia, S-sitosterol é muito utilizado para aumentar a
solubilidade de gorduras liquidas em meio aquosos, melhorando também a consisténcia de
margarinas e maioneses. Na industria de cosméticos, S-sitosterol tem sido incluido em formulas
para aumentar as propriedades emulsionantes dos produtos®®. Devido a grande abundéncia natural
e semelhanca estrutural com os esteroides, 0s esterdis tém sido apontados como potenciais
precurssores para a sintese de esterdides hormonais®. Na medicina, os esteréides sio muito
empregados terapeuticamente como antiinflamatorios, anticoncepcionais, antitumorais,
antifangicos e moduladores da atividade imunoldgica.

Dentre as varias propriedades do S-sitosterol, podem ser destacadas suas atividades como
anticancerigena, antiinflamatoria, hipotensiva, antipirético, antibacterial e anti-hemolitica®-%,
p-Sitosterol, estigmasterol e o acido caurendico isolados do extrato hexénico de Croton
floribundus foram ativos contra Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis e fortemente ativos
contra Bacillus subtilis®. g-Sitosterol isolado de Dorstenia multiformis mostrou atividade contra
as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus’® As atividades antinociceptiva e
antiinflamatdria do extrato etanolico de A. nitidum tém sido atribuidas ao lupeol, g-sitosterol e
estigmasterol presentes no extrato e capazes de reduzir o edema de pata causado pela

carrageninal®?,
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Estigmasterol e f-sitosterol mostraram potente efeito analgésico em varios modelos de
dor'%; inibiram significativamente as contorces abdominais induzidas pelo 4cido acético em
camundongos; apresentaram efeitos analgésico, antiinflamatdrio e anticancerigeno®*; atividades
antitumorais in vitrol®; atividades neumaticidal®; atividade de reducio do colesterol existente no
plasma dos seres humanos®”1%: aumento da proliferagdo de linfocitos no corpo e a atividade das
células NK (“natural killers”) que agem matando microorganismos invasores'®!!!; reducédo da
dilatacdo da prostata (hiperplasia prostatica), auxiliando no tratamento do cancer de préstata.

Recentemente vérias substancias naturais de diferentes classes foram submetidas a testes de
neutralizacdo dos efeitos dos venenos da Bothrops, sendo que o S-sitosterol, estigmasterol e 34-
glicopiranosideo de sitosterila apresentaram protecdo contra o efeito antiletal deste veneno. Os

esteroides isolados dos extratos da espécie E. precatoria apresentaram agdo antiofidica®®7®.

5. Andlise de Fo-EE-4 a Fo-EE-8

Os testes Liebermann-Burchard de Fo-EE-4, Fo-EE-5, Fo-EE-6, Fo-EE-7 e Fo-EE-8
foram positivos para esterdides e os dados fisicos e quimicos sdo semelhantes aos registrados
para Fo-EE-3 (pag. 73). O sinal multipleto em 6 5,35 corresponde aos hidrogénios H-6 de S-
sitosterol e estigmasterol e o sinal multipleto em 64 5,05 corresponde aos hidrogénios H-22 e H-
23 do estigmasterol. As Figura IV.24 mostra os espectros de RMN de *H (na regi&o entre & 5,35
e 4,5) de Fo-EE-4, Fo-EE-5, Fo-EE-6, Fo-EE-7 e Fo-EE-8. A relacdo entre as integragdes
desses sinais indicam uma mistura g-sitosterol:estigmasterol em Fo-EE-4 (1,95:1,00), Fo-EE-5

(1,65:1,00), Fo-EE-6 (1,29:1,00), Fo-EE-7 (1,87:1,00) e Fo-EE-8 (0,86:1,00).
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Figura IV.24. Espectro de RMN de 'H de (a) Fo-EE-4, (b) Fo-EE-5, (c) Fo-EE-6, (d) Fo-EE-7

e (e) Fo-EE-8, naregiéo entre o+ 5,35 e 4,5, (CDCls; 500 MHz).
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6. Analise de FI-EH-1

O isolamento de FI-EH-1 por CC nas primeiras fracfes hexanicas do extrato hexanico e seu
baixo ponto de fuséo (43,2 — 62,1 °C) indicam tratar-se de uma estrutura de baixa polaridade. O
cromatograma de CG de FI-EH-1 é apresentado na Figura 1V.25. O cromatograma mostra uma
mistura de substancias com T.R. entre 10 e 15 min, com predominéncia do pico com T.R. 12,5
min. A comparagdo com padrBes de hidrocarbonetos alifaticos e saturados indicou tratar-se de

uma mistura constituida por hidrocarbonetos alifaticos Cag, Cao, C31, C32 € Caa.

| ehatarhdatatantonio aviol] 16-06-05) h31.run|

c31

1.004 |

0.75+

cza

.50

“Yolts
[wecic]

C3z

0.254

necin}

jie i

Minutes

Figura 1V.25. Cromatograma de CG de FI-EH-1 (Coluna: SE54 30 m x 0.32 mm; temperaturas:
coluna 150 °C; velocidade de arraste 10 °C/min; injetor 300 °C; detector 300 °C; “split” 1/100;

fluxo 2 mL/min).
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7. Analise de FI-EH-2

O teste Liebermann-Burchard de FI-EH-2 foi positivo para triterpenos pentaciclicos. A

Figura IV.26 mostra o espectro de RMN de 'H de FI-EH-2. Na regido de hidrogénios

alquenilicos ha dois sinais tripletos em o4 5,18 e 5,13, podendo ser atribuidos a dois triterpenos

pentaciclicos diferentes. A integracdo desses sinais indica uma propor¢do 1,33:1,00. A andlise do

espectro torna-se dificil pela sobreposi¢do dos demais sinais de hidrogénio.
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Figura 1V.26. Espectro de RMN de *H de FI-EH-2

e ampliacéo na regido entre x4 5,5 — 2,0 (400 MHz; CDCls)
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A Figura IV.27. apresenta 0 mapa de contornos COSY de FI-EH-2. Os hidrogénios em &4
5,18 e 5,13 apresentam correlagdes com os hidrogénios em o4 1,91 e 1,35, indicando esqueletos
similares préximos ao sitio alquenilico desses triterpenos pentaciclicos. Isto é observado também
nas correlagdes COSY do hidrogénio em 4 3,21 (atribuido ao hidrogénio do carbono hidroxilado
de ambos os triterpenos) com o hidrogénio em &4 1,75. No entanto, as diferencas estruturais entre
0s seus esqueletos podem ser observados nas correlacbes do hidrogénio em &4 3,64, que, por

serem pouco intensas, podem ser atribuidas a apenas um dos triterpenos.
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Figura 1V.27. Mapa de contornos COSY de FI-EH-2 (400 MHz; CDCls).
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As Figuras 1V.28 a 1V.30 mostram o espectro de RMN de *3C de FI-EH-2, ampliacdes
desse espectro e subespectro DEPT 135° com ampliacOes, respectivamente. Na regido de
carbonos alguenilicos, dois sinais sdo devidos a carbonos ndo hidrogenados registrados em oc
145,2 e 139,6 e outros dois sinais sdo devidos a carbonos metinicos registrados em oc 124,5 e
121,8. Os sinais sobrepostos em oc 79,1 podem ser atribuidos a carbonos metinicos e
hidroxilados, caracteristicos de hidroxila em C-3 de dois triterpenos pentaciclicos. A duplicacdo

dos demais sinais de carbono de FI-EH-2 corresponde a uma mistura de triterpenos pentaciclicos.
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Figura 1V.28. Espectro de RMN de *3C de FI-EH-2 (100 MHz, CDCl5).
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Figura 1VV.30. Subespectro DEPT 135° de FI-EH-2 (100 MHz, CDCIs) e ampliacGes

nas regides oc 60,0 — 31,0 e 29,0 — 14,0.



Analise Estrutural dos Fitoconstituintes Isolados

90

As Figuras 1V.31 e 1V.32 mostram ampliacGes do mapa de contornos HMQC de FI-EH-2

nas regides on 5,5 — 2,5 e 2,0-0,5. Na regido devida a grupos alquenilicos, o hidrogénio em &4

5,18 correlaciona-se com o carbono em ¢&c 121,8 atribuido a C-12 de 35-OH,-amirina. Por sua

vez, 0 hidrogénio em 64 5,12 correlaciona-se com o carbono em &c 124,5 atribuido a C-12 de 34-

OH,a-amirina. Desta forma, pode-se estabelecer que a proporcdo entre essas substancias

calculada pela integracdo dos sinais de RMN de 'H na regido dos hidrogénios alquenilicos.

Assim, a proporcéo de S-amirina e e-amirina na mistura e 1,33:1,00.
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Figura 1V.31. Ampliacdo do mapa de contornos HMQC de FI-EH-2

na regifo &4 5,5 — 2,5 (400 MHz; CDCls).
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Figura 1V.32. Ampliacdo do mapa de contornos HMQC de FI-EH-2

na regiao ou 2,0 — 0,5 (400 MHz; CDCls).

A Tabela V.3 apresenta as atribuicdes dos sinais de RMN de *C de FI-EH-2, incluindo
também os dados de deslocamento quimico descritos na literatura para S-amirina”®® e o-
amirina’®, ambos em CDCls. Os deslocamentos quimicos dos carbonos de FI-EH-2 apresentam-
se muito proximos aos sinais correspondentes registrados na literatura para esses dois triterpenos

pentaciclicos, confirmando que FI-EH-2 seja constituido por essas duas substancias.
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Tabela 1V.3. Atribuicdes dos sinais de RMN de *C de FI-EH-2 e de S-amirina e a-amirina

30 29 3_0

23 24 B-amirina 23 24 a-amirina
Atomo  FI-EH-2 f-amirina FI-EH-2 a-amirina
oc oc oc oc
C-1 38,8 38,7 38,6 38,7
C-2 27,3 27,3 27,3 27,2
C-3 79,1 79,0 79,0 78,3
C-4 38,8 38,8 38,8 38,7
C-5 55,2 55,3 55,3 55,2
C-6 18,4 18,5 18,4 18,3
C-7 32,8 32,8 33,0 32,9
C-8 38,8 38,8 40,1 40,0
C-9 47,8 47,7 47,7 47,7
C-10 37,2 37,6 37,0 36,9
C-11 23,6 23,6 23,4 23,3
C-12 121,8 121,8 1245 1243
C-13 145,2 145,1 139,6 139,3
C-14 41,8 41,8 42,1 42,0
C-15 26,2 26,2 28,8 28,7
C-16 27,0 27,0 26,7 26,6
C-17 32,5 32,5 33,8 33,7
C-18 47,3 474 59,1 58,9
C-19 46,9 46,9 39,7 39,6
C-20 31,1 31,1 39,6 39,6
C-21 34,8 34,8 31,3 31,2
C-22 37,2 37,2 41,6 41,5
C-23 28,1 28,2 28,0 28,1
C-24 15,5 15,5 15,6 15,6
C-25 15,6 15,6 15,7 15,6
C-26 18,9 16,9 16,8 16,8
C-27 26,0 26,0 23,3 23,3
C-28 28,4 28,4 27,9 28,1
C-29 33,4 333 17,5 17,4

C-30 23,7 23,7 21,4 21,3
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8. Analise de FI-EE-1

O solido FI-EE-1 (8,2 mg) apresentou ponto de fusdo de 224,3-227,5 °C e teste
Liebermann-Bouchard positivo para triterpenos pentaciclicos. A Figura 1V.33 mostra espectro de
RMN de 'H de FI-EE-1 e as Figuras 1V.34 a IV.36 mostram ampliacGes desse espectro em
diferentes regiGes. O sinal tripleto em &4 5,20 (t) pode ser atribuido ao hidrogénio alquenilico H-
12 do &cido ursdlico. O sinal em ¢4 3,15 (dd, J= 11,2 e 4,9 Hz) pode ser atribuido ao hidrogénio
carbindlico H-3, cujos acoplamentos indicam a presenca de S-configuracdo. O sinal dupleto em
on 2,10 (J= 11,2 Hz) pode ser atribuido a H-18. O sinal em ¢4 1,92 (dd, J= 8,6 e 3,6 Hz) pode ser
atribuido aos hidrogénios H-11. Os demais sinais de RMN de *H apresentam-se sobrepostos na
regido entre o1 1,8 e 0,7, sendo portanto de dificil atribuicdo. Porém, esses sinais sdo compativeis

com os registrados para o acido ursolico.

Lo, T

g
=

3.00
£00.1324710 bet.

cessing parameters
32

788
4001300472 M.
]
0
0.30 Wz
[

1.00

T T " T - L T T T -
ppm 9 B 7 6 5 4 3 2 1 0

Figura 1V.33. Espectro de RMN de *H de FI-EE-1 (400 MHz; MeOD).
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Figura IV.34. Espectro de RMN de 'H de FI-EE-1 (400 MHz; MeOD), ampliagdo entre &4 1,2 - 0,7.
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Figura IV.35. Espectro de RMN de 'H de FI-EE-1 (400 MHz; MeOD), ampliacdo entre o4 1,7 — 1,2.
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Figura 1V.36. Espectro de RMN de *H de FI-EE-1 (400 MHz; MeOD),

ampliacéo na regido on 3,0 —1,9.

A Figura V.37 mostra o espectro de RMN de **C de FI-EE-1 com ampliacdes nas regides
entre o4 182,0 — 54,0 e 44,0 — 16,0 e a Figura 1V.38 mostra o subespectro DEPT 135 e
ampliacBes correspondentes. O sinal em & 181,9 corresponde ao carbono quaternario C-28 do
gropo carboxila. O sinal em & 139,62 corresponde ao carbono quaternario C-13 do grupo
alquenilico. O sinal em &c 127,0 corresponde ao carbono metinico C-12 do grupo alquenilico. O
sinal em o&c 79,9 corresponde ao carbono metinico C-3. O sinal em ¢ 56,9 corresponde ao
carbono metinico C-5. O sinal em & 54,6 corresponde ao carbono metinico C-18. As demais

atribuices dos sinais de carbono de FI-EE-1 sdo apresentadas na Tabela V.4 (pag. 95).
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A Figura 1V.39 apresenta o espectro de absorcdo no Infravermelho de FI-EE-1. A absorcao
em v 3430 cm™ pode ser atribuido a vibragbes de grupos hidroxila de &lcoois e acidos
carboxilicos. As absorcdes na regido entre v 2970 e 2850 cm™ pode ser atribuido a vibragGes de
grupos alquilas. O ombro em v 1731 cm™ e a absorcdo intensa em v 1692 cm™ podem ser
atribuidos respectivamente a vibracbes C=C de grupos alquenilicos e C=0 de &cidos
carboxilicos. As absorcdes largas em v 1090 e 1030 cm™ podem ser atribuidas a estiramento de

C — O em alcoois e acidos carboxilicos™. Estes dados estdo de acordo com a estrutura do &cido

ursélico’®.

100,0 0203 (fragéio 140405)

1731,35

%T

1692,29

4000,0 30'00 20‘00 I.';)O 1000 500 370,0

‘ flavio\0223(b).sp - kBr 140408
qr. 22y-20°C

Figura 1V.39. Espectro de absorcdo na regido do Infravermelho de FI-EE-1 (KBr; cm™).
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Tabela 1V.4. AtribuicOes dos sinais de RMN de *C de FI-EE-1 e do &cido ursolico

Atomo FI-EE-1 acido ursolico
& o

C-1 39,9 38,8

C-2 28,1 27,3

C-3 79,9 78,8

C-4 40,6 38,8

C-5 56,9 55,4

C-6 19,4 18,4 “

C-7 34,4 33,0 :

C-8 40,9 39,6

C-9 49,1 47,5

C-10 38,3 37,0

C-11 24,2 23,3

C-12 1249 125,5

C-13 139,9 139,0

C-14 434 42,0 acido ursélico

C-15 29,4 28,2

C-16 25,5 24,3

C-17 49,3 48,1

C-18 54,6 52,8

C-19 40,6 39,1

C-20 40,2 38,8

C-21 31,9 30,7

C-22 38,3 36,7

C-23 28,9 28,2

C-24 16,2 15,5

C-25 16,5 15,7

C-26 17,7 16,9

C-27 24,5 23,6

C-28 181,9 180,8

C-29 17,9 16,9

C-30 21,7 21,2
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As Figuras 1V.40 a 1V.43 mostram os mapas de contornos COSY de FI-EE-1 em diferentes
niveis de corte. O hidrogénio em &4 5,20 (H-12) correlaciona-se com os hidrogénios em o4 1,92
(H-11). O hidrogénio em ¢4 1,92 (H-11) correlaciona-se também com o hidrogénio em 64 1,55
(H-9). O hidrogénio em 64 3,15 (H-3) correlaciona-se com o hidrogénio em on 1,54 (H-2). O
hidrogénio em &4 1,54 (H-2) correlaciona-se também com o hidrogénio em hidrogénio em on
1,88 (H-1a). O hidrogénio em ¢ 2,10 (H-18) correlaciona-se com o hidrogénio em &4 1,48 (H-
19). Essas correlagOes verificadas no mapa de contornos COSY estdo de acordo com a estrutura

do acido ursoélico.
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Figura 1V.40. Mapa de contornos COSY de FI-EE-1 (400 MHz; MeOD).
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Figura 1V.43. Mapa de contornos COSY de FI-EE-1 (400 MHz; MeQOD).
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As Figuras 1V.44 a IV.47 mostram os mapas de contornos HMQC de FI-EE-1. O
hidrogénio em &+ 5,20 correlaciona-se com o carbono em &c 127,0 (C-12). O hidrogénio em &4
3,15 correlaciona-se com o carbono em oc 79,9 (C-3). O hidrogénio em o4 2,10 correlaciona-se
com o carbono em ¢&c 54,6 (C-18). O hidrogénio em &+ 1,92 correlaciona-se com o carbono em
oc 24,2 (C-11). O hidrogénio em o4 2,05 correlaciona-se com o carbono em & 25,5 (C-16). O
hidrogénio em 64 1,98 correlaciona-se com o carbono em ¢c 39,9 (C-1). O hidrogénio em 64 1,65
correlaciona-se com o carbono em &c 38,3 (C-22). O hidrogénio em o4 1,12 correlaciona-se com
o0 carbono em & 24,5 (C-27). O hidrogénio em o4 0,98 correlaciona-se com o carbono em ¢oc
21,7 (C-30). O hidrogénio em o4 0,96 correlaciona-se com o carbono em & 19,4 (C-6). O
hidrogénio em &4 0,93 correlaciona-se com o carbono em & 16,2 (C-24). O hidrogénio em &4
0,75 correlaciona-se com o carbono em & 56,9 (C-5). As outras correlacbes HMQC dos

hidrogénios com os carbonos de FI-EE-1 apresentam-se de dificil observacdo devido a

sobreposicao dos sinais.

P Jt JL MWL w

20

I 60

(=100

Figura 1V.44. Mapa de contornos HMQC de FI-EE-1 (400 MHz; MeQOD).
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Figura 1V.47. Mapa de contornos HMQC de FI-EE-1 (MeOD; 100 MHz).

As Figuras 1V.48 a 1V.53 mostram mapas de contornos HMBC de FI-EE-1. O hidrogénio
em o4 5,10 (H-12) correlaciona-se com os carbonos em & 54,6 (C-18), 49,1 (C-9), 43,3 (C-14) e
24,2 (C-11). O hidrogénio em &+ 3,15 (H-3) correlaciona-se com os carbonos em o&c 40,6 (C-4),
39,9 (C-1), 28,9 (C-23), 28,1 (C-2) e 16,2 (C-24). O hidrogénio em &4 2,10 (H-18) correlaciona-
se com 0s carbonos em ¢&c 181,9 (C-28), 139,9 (C-13), 127,0 (C-12), 49,3 (C-17), 40,6 (C-19),
40,2 (C-20), 38,3 (C-22), 25,5 (C-16) e 17,9 (C-29). O hidrogénio em & 1,12 (H-27)
correlaciona-se com os carbonos em oc 139,9 (C-13), 43,4 (C-14), 40,9 (C-8) e 29,4 (C-15). O
hidrogénio em &4 0,74 (H-5) correlaciona-se com os carbonos em & 79,9 (C-3), 49,1 (C-9), 40,6
(C-4), 39,9 (C-1), 38,3 (C-10), 34,4 (C-7), 28,9 (C-23), 19,4 (C-6), 16,5 (C-25) e 16,2 (C-24).

Essas e as outras correlagdes registradas nos mapas de contornos HMBC de FI-EE-1 estdo de

acordo com a estrutura do acido ursolico.
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Figura 1V.50. Mapa de contornos HMBC de FI-EE-1 (MeOD; 100 MHz).
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As Figuras 1V.54 a IV.56 mostram mapas de contornos NOESY de FI-EE-1. O hidrogénio
em on 3,15 (H-3) correlaciona-se com os hidrogénios em o4 0,93 (H-24) e 0,74 (H-5). Esse
ultimo hidrogénio correlaciona-se com os hidrogénios em on 1,55 (H-9) e 1,12 (H-27). O
hidrogénio em o4 2,10 (H-18) correlaciona-se com os hidrogénios em o4 0,85 (H-29). Essas

correlagbes NOESY fornecem informacOes estereoquimicas da estrutura de FI-EE-1, estando de

acordo com a configuragdo do &cido ursolico.
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Analise Estrutural dos Fitoconstituintes Isolados

109

“w d &

o < <
+58° ——— F1.0
1.5
2.0

a
2.5
0 ¢
9}
3.0
(] 0
- ppm
T T T T T
ppm 2.5 2.0 1.5 1.0

roberta/tininha - r02

il!l.;Illllllli]ll;ai!’i!: !ll

s23g

F3I3I3IEIEF0E SSEENAT AsSEges  Jvsss  I3iisyy
jjijuiatie L I, i

Figura 1V.55. Mapa de contornos NOESY de FI-EE-1 (MeOD; 100 MHz).
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O éacido ursolico ou acido (3/)-3-hidroxiurs-12-en-28-6ico € um composto triterpenoide
pentaciclico, membro da familia cicloesqualeno, pertencente ao grupo dos ursanos. Normalmente
surge associado ao seu isémero &cido oleandlico e pode ser encontrado em diversos tipos de
plantas e ervas, tais como Lavandula augustifolia, Origanum vulgare, Mentha piperita e Thymus
vulgaris!'?, E amplamente distribuido no reino vegetal em varias formas, como acido ursélico
livre ou na forma de 3-O-acetato de acido ursdlico, acetato de lactona, ou como uma saponinal®,
Por muito tempo tem sido usado em cosméticos e como agente emulsionante na industria
alimentar. A sua toxicidade (aguda ou cronica) pode ser considerada praticamente nula, sendo
considerado dermatoldgicamente indcuo®“,

O 4cido wurslico apresenta atividades antiinflamatorial®>!®  antimicrobianal!’,
hepatoprotetora®®, anti-alérgical’®'?® e anti-Glceral’>. Além disso, apresenta atividades
antiparasitarias contra espécies de Leishmania®?* e Trypanossoma sp!?2123, efeitos sob patdgenos
periodontais!?*, potencial antitubercular contra Mycobacterium tuberculosis!® e antiviral contra
HIV, A literatura relata que o acido ursolico foi usado no tratamento de hipertensdo*?®?’ e de
doencas renais'?®, além de apresentar atividades imunomodulatdrias!®®, antifertilidade!?® e
hipoglicémica®®. Possui propriedades quimiopreventivas®®, citotoxica'®!, anti-invasiva'® e, mais
recentemente, foi incluido na quimioterapias anticancer®3?,

A literatura relata que o acido ursolico pode atuar em varios estagios no desenvolvimento
do tumor, como na inibicdo da tumorigénese, inibicdo na promoc¢do do tumor e inducdo da
diferenciacdo da célula tumoral'®®. Inibe efetivamente a angiogénese, a invasdo de células
tumorais e a metastase. E capaz de induzir a apoptose de células tumorais e de prevenir a
transformagdo maligna de células normais!3, podendo ser usado como adjuvante na terapia do

cancer®
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De acordo com a literatura, os mecanismos envolvidos na atividade antitumoral do acido

ursolico podem estar relacionados com sua capacidade de inibir a replicacdo do DNA, a atividade

113 134

da tirosina quinase!'®, sintase induzivel do Oxido nitrico®, matriz metaloproteinase-9'%, a

136 ¢ ciclooxigenase-2°.

expressao da lipoxigenase

Da espécie vegetal Miconia fallax foi possivel isolar o &cido ursélico que apresentou
atividade antimutagénica, bem como o seu efeito anticlastogénico foi observado, sugerindo que
este triterpendide apresenta atividade antioxidante sobre os danos cromossdmicos induzidos pelos
radicais gerados pela quimioterapico doxorrubicina (DXR Pharmacia Brasil Ltda.)*®.

A Curatella americana L. (Dilleniaceae), uma planta popularmente conhecida como
“cajueiro-bravo” e “sambaiba”, ¢ usada na medicina popular para o tratamento da inflamacao e
Ulcera. O estudo desta espécie resultou no isolamento do &cido ursolico, acetato de acido ursolico
e 4cido betulinico, que apresentaram efeito antiinflamatdrio e analgésico®38.

O éacido ursolico € o constituinte majoritario do extrato etanolico das folhas de Salzmania
nitida (Rubiaceae). Esse constituintes responsavel provavelmente pela atividade espasmolitica
dessa planta, pois inibe as contor¢des induzidas por varios agonistas (carbacol, histamina,
ocotocina e noradrenalina), em diferentes tipos de musculos lisos como ileo e traquéia de cobaia,
Utero de rata e aorta de rato*°.

A literatura relata que espécie Leonurus sibiricus (Lamiaceae) apresenta iridéides e acido
ursélico, que apresentam respectivamente atividades na inibicdo da expressdo de NO (inibindo a
iNO) e inibicdo da ciclooxigenase!®®. O extrato bruto dessa planta apresenta atividade
antiedematogénica nos modelos de edema de pata e orelha, inibindo aparentemente a sintese dos
prostandides e permeabilidade vascular'®.,

Da espécie Nepeta sibthorpii, foi possivel isolar o acido ursolico que apresentou-se como

um dos principais componentes antioxidantes!'. A literatura relata que o acido ursélico apresenta
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atividade antioxidante, diminuindo a geracio de radicais® além de diminuir os niveis de
peroxidacdo lipidica marcada no plasma, o acido ursolico aumenta os niveis de antioxidantes
circulantes, tais como acido ascorbico, glutationa reduzida e alfa-tocoferol, demonstrando dessa
maneira, que esse efeito protetor provavelmente seja devido sua capacidade antioxidante#.

A literatura relata ainda que o teste com Salmonella typhimurium utilizando linhagens
TA100 e TA98, demonstraram a inibicdo pelo acido ursélico da mutagenicidade induzida por
aflatoxina B1'%%. Estudos indicaram que o &cido ursélico reduziu o nimero de PCEMNs
induzidos pelo mutagénico mitomicina C, em medula éssea de camundongos Swiss, indicando
dessa maneira a acdo antimutagénica do acido ursolico'*. Além disso, foi observada pelo teste de
Ames, com a linhagem TA98 e 0 uso da enzima S9 a atividade antimutagénica do acido ursolico

contra as mutagdes induzidas pelo benzopireno®®.

9. Anédlise de FI-EE-2

O solido FI-EE-2 (10,9 mg) apresentou ponto de fusdo de 278,5-283,2 °C e teste
Liebermann-Bouchard positivo para triterpenos pentaciclicos. A Figura 1V.57 mostra espectro de
RMN de H de FI-EE-2 e as Figuras IV.58 e IV.59 mostram ampliagdes desse espectro em
diferentes regides. O sinal tripleto em 64 5,20 (s) pode ser atribuido ao hidrogénio alquenilico H-
12 do &cido tormentico. O sinal emdy 3,50 (m) pode ser atribuido ao hidrogénio H-2. O sinal em
on 2,81 (d, J= 9,6 Hz, 1H) pode ser atribuido ao hidrogénio carbindlico H-3. O sinal em &4 2,48
(dd, J= 13,2 e 4,0 Hz) pode ser atribuido a H-16a. O sinal em &4 2,41 atribuido ao H-18; o sinal
em on 1,84 (dd, J= 12,1 e 4,2 Hz) pode ser atribuido aos hidrogénios H-1a. O sinal em o4 em
1,71 (ddd, J= 14,6, 13,6 e 4,2 Hz) pode ser atribuido ao hidrogénio H-5a; o sinal em 64 1,91 (m)

ao H-11; o sinal em o4 1,65 (m) ao H-9; o sinal em &4 1,45 (m) ao H-6a. Os demais sinais de
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RMN de 'H apresentam-se sobrepostos na regido entre 4 1,3 e 0,7, sendo portanto de dificil

atribuicdo. Porém, esses sinais sdo compativeis com os registrados para o acido tormentico.
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A Figura V.60 mostra o espectro de RMN de *C de FI-EE-2 com ampliacdes nas regides
entre o4 140,2 — 55,2 e 43,2 — 16,7 e a Figura IV.61 mostra o subespectro DEPT 135 e
ampliagBes correspondentes. O sinal em &c 181,1 corresponde ao carbono quaternério C-28 do
gropo carboxila. O sinal em & 140,3 corresponde ao carbono quaternario C-13 do grupo
alquenilico. O sinal em &c 129,4 corresponde ao carbono metinico C-12 do grupo alquenilico. O
sinal em & 84,3 corresponde ao carbono metinico C-3. O sinal em & 73,8 e & 69,7
correspondem aos carbonos carbindlicos C-19 e C-2, respectivamente. O sinal em & 56,9
corresponde ao carbono metinico C-5. O sinal em &c 55,3 corresponde ao carbono metinico C-18.

As demais atribui¢fes dos sinais de carbono de FI-EE-1 sdo apresentadas na Tabela IV.5 (pag.

130)7
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A Figura IV.62 apresenta o espectro de absorcao na regido do Infravermelho de FI-EE-2. A
absorcdo em v 3435 cm™ pode ser atribuido a vibragdes de grupos hidroxila de alcoois e acidos
carboxilicos. As absorcdes na regido entre v 2970 e 2850 cm™ pode ser atribuido a vibragGes de
grupos alquilas. A absorc¢do intensa em 11690 cm™ pode ser atribuido & vibragdes C=0 de acidos
carboxilicos. As absorcdes largas em v 1090 e 1030 cm™ podem ser atribuidas a estiramento de

C — O em alcoois e acidos carboxilicos.”® Estes dados estdo de acordo com a estrutura do &cido

torméntico.
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Figura IV.62. Espectro de absorgdo na regido do Infravermelho de FI-EE-2 (KBr; cm™).
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As Figuras 1V.63 a 1V.82 mostram os espectros de RMN de *H e de 3C em 2D de FI-EE-2.
Pelo mapa de contornos HMBC verificou-se que H-12 (én 5,20) apresentou correlagdes com 0s
carbonos de oc 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 &+ 2,41 (s, H-18) e 1,91 (m, H-11). O hidrogénio H-18
(on 2,41) correlaciona-se por HMBC com os carbonos de oc 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 (C-29) e 26,8 (C-16), enquanto
por NOESY apresenta correlagcdes com os hidrogénios de o4 0,70 (s, H-26) e 1,09 (s, H-29). Esse
ultimo hidrogénio correlaciona-se por HMBC com os carbonos de & 73,8 (C-19), 55,3 (C-18) e
43,2 (C-20) e ainda por NOESY apresenta correlacbes com o hidrogénio de o+ 1,27-1,24 (m, H-
20).

O hidrogénio H-2 (o4 3,50) correlaciona-se por HMBC com os carbonos de oc 84,3 (C-3),
48,3 (C-1), 40,7 (C-4) e 39,4 (C-10), apresentando por COSY correlacdes com os hidrogénios de
S 2,81 (d, J=9,6 Hz, H-3), 1,84 (dd, J=12,1 e 4,2 Hz, H-1a) e 0,78 (m, H-1b) e por NOESY
correlages com os hidrogénios de o4 0,82 (s, H-23), 0,92 (s, H-25) e 0,78 (m, H-1b).

O hidrogénio H-3 (&4 2,81) correlaciona-se por HMBC com os carbonos de &c 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 hidrogénios de on 0,77 (m, H-5) e 1,84 (dd, J=12,1 e 4,2 Hz, H-1a). O
hidrogénio H-25 (o4 0,92) apresenta por HMBC correlagdes com os carbonos de & 56,9 (C-5),
48,3 (C-1), 39,4 (C-10) e 48,7 (C-9), apresentando por NOESY correlagdo com o hidrogénio de
on 0,70 (s, H-26). Esse ultimo hidrogénio apresenta por HMBC correlagdes com os carbonos de
oc 48,7 (C-9), 43,0 (C-14), 41,3 (C-8) e 34,3 (C-7). As demais atribui¢des dos sinais de RMN de
'H e de C do é&cido torméntico foram realizados por comparagio com dados da

literatura’®146147 conforme mostrado na Tabela V.5 (pag. 130).
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Tabela IV.5. Dados de RMN de 13C de FI-EE-2 e do acido torméntico descrito na literatura

Atomo FI-EE-1 acido torméntico
% &
C-1 48,3 408
C-2 69,7 68.6
C-3 84,3 83.9
C-4 40,7 399
C-5 56,9 56.0
C-6 19,8 19,0 0
C-7 34,3 33,5 :
C-8 413 405
C-9 48,7 479
C-10 39,4 385
C-11 24,9 241
C-12 129,4 128,0
C-13 140,3 140,0
C-14 43,0 42,2 o )
C-15 297 29.3 20,3B, 19o-tri-hidroxi-urs-12-en-28-6ico
C-16 26,8 26,4
c-17 48,8 48,3
C-18 55,3 54,6
C-19 73,8 72,7
C-20 432 42,4
c-21 27,4 27,1
C-22 39,2 38,5
C-23 28,8 29,2
C-24 17,7 17,7
C-25 17,1 16,9
C-26 17,6 17,2
C-21 25,0 24,7
C-28 181,1 180,6
C-29 27,2 27,1

C-30 16,7 16,9
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Acido de torméntico ou acido 2c.,3f, 19c-tri-hidroxi-urs-12-en-28-6ico é um triterpeno
pentaciclico oriundo do metabolismo secundario de planta, sendo encontrado em uma variedade
de plantas, tais como Ocotea suaveloens, Desfontainia spinosa, VVochysia divergens Pohl e Hyptis
capitata’*®1!,  Os triterpenos pentaciclicos isolados desta UGltima espécie apresentaram
citotoxidade in vitro significativa em tumores de células de célon humanas HCT-8'%2. O 4cido
torméntico isolado do caule de O. suaveolens apresenta atividade antinociceptiva contra dose
aguda visceral, neurogénica e inflamatéria causadas por acido acético e formalina em ratos!48. A
acdo do acido torméntico é comparada com a acdo de drogas anticonvulsantes no alivio de dores
neuropaticas em roedores'®*1%, O 4cido torméntico isolado do caule de Vochysia divergens nio
inibe a formacédo do edema de pata pela injecdo de Adjuvante Completo de Freund. No entanto, o
acido de torméntico administrado duas vezes por dia, inibiu a alodinia neuropética induzida por
ligacéo parcial notadamente do nervo ciatico, com 71% a 91% de inibig&o®®’.

O écido torméntico isolado de Eriobotrya japonica apresenta resultados satisfatorios
quando testados com acdo de antidiabétical®®. O 4cido torméntico isolado de Chaenomeles
sinensis Koehne apresenta potente atividade antitumor'#’. Portanto, muitos estudos descritos na
literatura mostram uma acdo farmacoldgica que inclui resposta antiinflamatéria do &cido

torménticol®7-1%9,
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10. Analise de Ca-EH-1

O isolamento de Ca-EH-1 por CC nas primeiras fracGes hexanicas do extrato hexanico e
seu baixo ponto de fusdo (49,5 — 63,4 °C) indicam tratar-se de uma estrutura de baixa polaridade.
O cromatograma de CG de Ca-EH-1 ¢ apresentado na Figura IV.83. O cromatograma mostra
uma mistura de varias substancias com TR entre 9 e 17 min. A comparag¢do com padrdes indicou

tratar-se de uma mistura constituida principalmente por hidrocarbonetos alifaticos Cag a Cs.

El:tarl.datal.antonin Havioh] 16-06-08] prhkfr 1 1i.run| o
m
600 N
400+
400+
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23004 @
2 B
B
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8
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1004 ’k LN
L G RN e
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I I I 1
3 10 15 Minutes

Figura 1V.83. Cromatograma de CG de Ca-EH-1 (Coluna: SE54 30 m x 0.32 mm; temperaturas:
coluna 150 °C, aquecimento 10 °C/min, 300 °C; injetor 300 °C; detector 300 °C; “split” 1/100;

fluxo 2 mL/min).
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11. Analise de Ca-EE-1

O solido branco obtido Ca-EE-1 (m= 0,1485 g) apresentou fuséo entre 133,6 e 137,4 °C.
Os dados fisicos e quimicos de Ca-EE-1 apresentaram-se semelhantes a Fo-EE-3, indicando
tratar-se de uma mistura de S-sitosterol e estigmasterol. A Figura IV.84 apresenta o espectro de
RMN de 'H de Ca-EE-1. A relagdo entre as integracOes dos sinais em &4 5,35 (H-6 do f-
sitosterol e estigmasterol) e 4,95 (H-22 e H-23 do estigmasterol) indicam uma propor¢do de

estigmasterol:s-sitosterol igual a 1,00:1,74.
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12. Analise de Ca-EE-2

O solido branco Ca-EE-2 (4,39 mg) apresentou fusdo entre 131,5 e 135,0 °C. Os dados de
RMN de 'H e de °C sdo idénticos aos registrados nos espectros de Ca-EE-1. A Figura IV.85
mostra o espectro de RMN de 'H, indicando uma mistura de p-sitosterol:estigmasterol

(0,98:1,00).
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Figura 1V.85. Ampliacio do espectro de RMN de *H de Ca-EE-2 (200 MHz; CDCls) na regiéo

integral

entre o4 5,36 — 3,40.
13. Anélise de Ca-EE-3
O sélido Ca-EE-3 (45,1 mg) apresentou ponto de fusdo na faixa entre 218,9 e 222,7 °C e
teste de Liberman-Buchard positivo para triterpenos pentaciclicos. As Figuras 1V.86 a 1V.92
apresenta os espectros de RMN de 'H e de *C 1D e 2D de Ca-EE-3, mostrando muita
semelhanga com os dados correspondentes de FI-EE-1 (&cido ursolico) apresentado na secéo 8

(pag. 89). No caso, Ca-EE-3 apresenta-se de acordo com os dados de 35-OH, 28-COOMe,

metilursolato’®, conforme Tabela IV.6 (pag. 134).



Analise Estrutural dos Fitoconstituintes Isolados

134

poi
*ooa
"
——7.6756
7.3125

~—s

TT~—7.2840

ow
T o
m =
m M
" n

5.3014
5.2925

3/#-0H,28-COOMe, metilursolato

SSRNBIERIRRASRRAITEHYER
BYTRRNANRENCRN3YRACCER
P e A R R )

T tininha/andreza -

001

Cnrrum Dats Parsseters
mml

(:m
:

F2 - Acouinition Persmater:
Daf 20080727

Time na
InSTAM

PROBHD 5 ma Dusl 13/
PULPROG 9%

] =%
SOLVENT 1y
L] "%
0§ []
S 8278148 W
FIORES 0.126314 W2
) 3.9584243 we
% 574.7
o™ 60,400 un
o€ 6.00 us:
1€ 300.0 K
o 1.00000000 88:
mamsames CHANNEL 11 ssses:
ML 1M

L) .A' u
L8] 3.00 o8
EL #00.1324710 W

F2 = Procetsing porsmsters
s1

Ppm

iﬁr/ﬁmim

17.67

-

1593

"i*f - -—-——7 T

i

i

e

d / //// / [ fr g n.::m
; 4 | e
T T : 1 ' ;
Figura 1V.86. Espectro de RMN de *H de Ca-EE-3 (400 MHz; CDCls).
TOINVZTT WD T IS vz |

Currant Oata Parsmsters
AME 13030001
EXPNO 1
PROCHO 1

F2 - Acouisition Perasater:
20060727

Tine 1.28
INSTRUN
PROBMD 5 »a Dual 13C/
BULPROG 090
0 63536
SOLVENT o1
™ 18
o5 3
SHH 8270146 W
FIORES 0.126314 W2
0 3.9584243 9
A 5.7
o 60400 ub
oE 6.00 us:
1€ 300.0 &
] 1.00000000 3a
wmmensas CHAMMEL 11 wee=
e "
N 9.80 une
AL 3.00 o8
sFo 400.1324710 .
2 - Processing parsseters
s1 32768
] 4001300000 Wt
wou C]
558 o
B 0.30 W
oB ]
=3 1.00
10 WMR plot paraseters

.00 ¢a
3] 15.00 co
F1p 1.487 ppi
F1 595.10 Wz
I 0.615 por
F2 245.90 e
BPHCH 0.03491 por
HIEH 13.96767

Figura 1V.87. Ampliacéo do espectro de RMN de *H de Ca-EE-3 (400 MHz; CDCl3), em &4 1,4 -0,7.



Analise Estrutural dos Fitoconstituintes Isolados

135

st | R TMm YTRNOMIMID I3 LU -CDOoOMNOONT ITOOMN DD NSO 09 D= =
. g BRZ ZRERRERE © 285B5NACBRT8ER S5 2RRYERANRARSE
§ g 2997 88A4CERN 3 RRRRESNTYRAARARREARRINAER2UAT
| W \W \V \ & \%\VW/ tininha/andreza - 001
ﬂllﬂ'lﬁl Data 'll‘lllllrl
!N !
PROCNO 1
30
F2 - Acquisition Paraseters
H Date. 20080727
H Tine n n
A INSTRM
m S &8 Dusl III
20pg30
I'D 32788
SOLVENT coc1
3 un
0s 0
SuH 26178.010 W
FIDRES 0.790089 W2
A0 0.6259188 sec
L] 2768
o™ 19.100 wsac
DE 6.00 veac
TE 300.0 %
o 2.00000000 wec
a1 003000000 sec
ai2 000002000 sac
Jr— [P RT—
nCH 13X
L] 7.80 usec
- i L8] 3.00 o8
3/#-0H,28-COOMe, metilursolato 01 1006208364 W
- ‘l]l!ll ~
e
PCPOZ |W.W vaec
2 3.00 0B
PLI2 2.18 B
L85 20.00 08
SF02 4001316005 Wz
F2 = Processing paraseters
s1 2768
13 100.6127670 W2
L] ™
558 0
1] 1.00 Hz
68 L]
L3 1.00
10 NMR plot paraseters
cx 24.00 co
oy 60.00 ca
FIP 196.325 pomw
Fl 19752.82 W
Fae ~4.194 ppa
ey [ —r— % Sk S e ey s S sy S S il anom
opa 180 160 140 120 100 80 50 a0 20 o et

Figura 1V.88. Espectro de RMN de **C de Ca-EE

3 (400 MHz; CDCl5).

I - - S r o= -
ERERE 2 ﬁé:w:ﬂﬂﬂH?S%Tﬁ%ﬂﬂmsaﬁﬁxtmtﬂﬁm&&:aeéﬂe
l VS NN 7 nmermorens - o

Current Oate Parasaters
NAME 13030001
ExPNO 2
PROCNO 1

F2 - Atquisition Peraseters
Date_ 20080727
Tine ll D
INSTRUM
m 5w Oull 1!:!
90930
I'D 2768
SOLVENT coc13
"y un
L]

26178.010 W2
796889 W

asasase CHANMEL (2 sssssmen
CPOPAG2

walt1i6 ~

w2 ™
PCPO2 100.00 usec
2 3.00 08
P12 23.18 08
A 20.00 &8
o2 4001316005 Wz
F2 - Processing parsseters
sl 768
Ed 100.8127670 Wt
WOM 1]
58 0
n 1.00 W
o8 o
oC 1.00
1D WHR plot parameters
[ 24.00 co
or §0.00 ca
FIp 80.612 pom
F 8110.60 W
e 9.563 pom

T T T T e A T v T v S S M i

o i pA o A 0 20 PPMCH 2.96036 ppa/cs
HICH 297 84902 Wa/cn

Figura 1V.89. Ampliacio do espectro de RMN de 'H de Ca-EE-3 (400 MHz; CDCl3), em &c 80,0 — 15,3.



Analise Estrutural dos Fitoconstituintes Isolados

136

* ] 2 %“ﬁ‘@g‘é«‘ﬂﬂf%‘i SEN RRZRIAYR YRR SSRITSES
‘§§ 8 - HERRA8EZ85528 87 BEEREEEY ¥38R § 8Rgiksa
o 55 YTRARRBRBRESRE ﬂ"m’% RRTLBRARE SORQ & aneeana
] v \\ '\n\\// V | / \/ ‘ \\ ! ‘ \ V/ i \\\J V/ tininha/andreza - 001
Currant Data Paraneters
NAME 13030001
ExPnO 2
PRADCND 1
F2 - Mauisition Parsseters
te. 20060727
Time 13.%
i T P
PROBMD S ma Ousl 130/
PULPADG 29030
30 0 32768
SOLVENT = ok}
- 5 un
29 H » o
H S 26178.010 W
FIORES 0.756889
o 06250188 sec
RG 168
[ 19.100 usec
E 6.00
1€ 300.0 K
L] 2 00000000 sec
o1 0.03000000 sec
e 0.00002000 sec
casasass CHNMEL 11 senaem
L4 1X
Pl 7.0 ute
LS] 3.00 0B
SFO1 1006238364 W
"
CPOPRG2 walt1if
2 ™
POPO2 100 00 usec
LY] 3.00 o8
L8H 2.1008
- 0.0
340H,28-COOMe, metilursolato LTS . 44
F2 - Processing parsseters
81
& 1006127670 Wiz
WO (L]
58 L]
L] 1.00 W2
(<] L)
PC 1.00
10 MR plot parssetecs
& 24,00 cn
cY 80 .00 cn
1P 56.
n 571889 W
P 14.238 ppm
T - A R § 710 s
pon 55 50 & @ 3 3 = 20 15 b 0 peeres

Figura IV.90. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de Ca-EE-3 (400 MHz; CDCls), em & 56,6 — 15,3.

&.en g 3 £3ze 8 5 SREB 3 983 Bu:
"1 HE i 2 REER 8 g 285 g § BEY RER
S R 88 B BRER g 3 ggs 5 2 ree oos
\I l \/ [ ‘ ‘ V ‘ \| ! “ \|/ \ V tininha/andreza = 001
Current Dats Paraneters
NAME 13030001
ExPO 2
PROCNY 1
F2 - ACQuINItiOn Paraseters
Date_ 20080727
Time 1.3
INSTRUM.
PROBHD 5w Dual 1/
" PULPROG 2
L 30 L 2188
i - SOLVENT o1y
: H " 3
29 H s o
- Su 26170.010 W
FIDRES. 790089
A 0.6259188 sec
L
o 19.100 usec
o€ §.00 uaet
T 300.0 X
0 2.00000000 sec
an 0.03000000 sec
(it 000002000 sac
e COREL {1 enen
nC 1%
8y 7.80 usec
L) 3.00 o8
S0 100.628364 Wi
SRS —
CPOPRG2 walt116 ~
LT=] ™
BCPO2 100.00 vsec
"2 10 ®
. L% 23
330H,28-COOMe, metilursolato b B
¥ 4001316005 M

F2 - Processing parsmeLers
51
Fd

100.6127670 Wi
o1 ]
550 L
8 1.00
8 0
[ 1.00
10 4R plot persseters
o 24.00 o0
o 60.00 cn
Fip 34.218 pom
£ 344273 W2
s 14798 com
T U T T T B - v —_— e 2 148809 W
PoMCH 0.80914 ppa/cn
ppm 32 30 28 26 24 22 20 18 16 WZoH 81.40878 W2/cm

Figura 1V.91. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de Ca-EE-3 (400 MHz; CDCls), em & 33,2 - 15,3.



Analise Estrutural dos Fitoconstituintes Isolados

137

135 .802
123.515
TT~—122.044

—149.710

7883+
——— 77 338

—125 284

' | rp——p—— e g o '
140 120 100 80

B

Current Oate Paraseters

13030001
[t 1
PROCNO 1

F2 = Acquinition Paceseters
Oate. 20000727
i 15.04

PULPROG 18

" ne
SOLVENT 24}

L) 00

] 0

- 2000 014 W
FIORES. 0.73186 W
A0 06032628 sac
L] 16004

o 20,050 veec
o€ 6.00 vaec
3 0.0 k
o1 1450000000

o 2.00000000 se¢
[ 0.00044820 sac
ol 0.00002000 sac
DELTA 0,00000983 sa¢
........ CHAMMEL 1) sesssnne
Lo 1%

L] 7.00 vt
[ 19,60 veec
L 3.00 @
#01 1006220290
o L 12 ssasseee
CPOPRG2 witiie
w2 ™

2] 9.00 unec
) 19,60 vaac
pCPO2 100,00 usec
n2 3.00 B
a2 D00
02 #00,1316005 W

F2 = Processing paceseters
uee

81

L 100.6127870 W
O (L]

" 0

8 1.00 Wt
1] 0

L3 1.4

10 WA plot paresrters

3] 24,00 ¢
oy 4.5 ¢
ne 15).096 poe
f 1540 M
® =2.200 poe
nr R L
PO 65053 pow/c
en 93119 W/en

24.4774
23 6955
23 8257
234391

-23-3241

/
-
X

fﬂ.ﬂw
17. 1290
EE!B‘WH
16.9466

16 .2686

7269

6814

v

—21 2387

15.3339

Figura 1V.92. Subespectro DEPT 135° de Ca-EE-3 (400 MHz; CDCls) e ampliagdo na regido

entre oc 55,3 — 15,3.



Analise Estrutural dos Fitoconstituintes Isolados 138

Tabela 1V.6. Atribuicdes dos sinais de RMN de *C de Ca-EE-3 e de 35-OH. 28-COOMe,

metilursolato

Atomo Ca-EE-3 3-OH. 28-COOMe, metilursolato
oc oc

C-1 38,7 38,8

C-2 27,3 27,3

C-3 78,8 78,8

C4 38,8 38,8

C-5 55,3 55,4

C-6 18,4 18,4 0

C-7 33,1 33,0 :

C-8 39,6 39,6

C-9 47,7 47,5

C-10 37,1 37,0

C-11 23,3 23,3

C-12 125,3 125,5

C-13 138,5 138,0

C-14 42,1 42,0

C-15 28,2 28,2

C-16 24,5 24,3 3/30H,28-COOMe, metilursolato

C-17 478 48,1

C-18 53,0 52,8

C-19 39,2 39,1

C-20 39,0 38,8

C-21 30,9 30,7

C-22 37,0 36,7

C-23 28,2 28,2

C-24 15,5 15,5

C-25 15,7 15,7

C-26 17,0 16,9

C-27 23,6 23,6

C-28 180,4 177,8

C-29 17,1 16,9

C-30 21,3 21,2

O-CHs 52,8 53,0
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14. Analise de Ra-EH-1

O isolamento de Ra-EH-1 (5,0 mg) por CC nas primeiras fracdes hexanicas do extrato
hexanico e o seu baixo ponto de fusdo (52,4 — 53,3 °C) indicam tratar-se de uma estrutura de
baixa polaridade. O cromatograma de CG de Ca-EH-1 é apresentado na Figura 1V.93. O
cromatograma mostra uma mistura de varias substancias com TR entre 6 e 17 min. A comparagao
com padrdes indicou tratar-se de uma mistura constituida principalmente por hidrocarbonetos

alifaticos Czs a Css.
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Figura 1V.93. Cromatograma de CG de Ra-EH-1 (Coluna: SE54 30 m x 0.32 mm; temperaturas:
coluna 150 °C, aquecimento 10 °C/min; injetor 300 °C; detector 300 °C; “split” 1/100; fluxo 2

mL/min).
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15. Andlise de Ra-EE-1

O sdlido branco Ra-EE-1 (9,0 mg) apresentou fusdo entre 146,9 e 148,1 °C. Os dados de
RMN de 'H e de '3C sio idénticos aos registrados nos espectros de Fo-EE-3. A Figura V.94
mostra o espectro de RMN de 'H, indicando tratar-se de uma mistura de p-

sitosterol:estigmasterol (1,41:1,00).
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Figura 1V.94. Ampliacéo do espectro de RMN de *H (400 MHz) de Ra-EE-1 (CDClIs) na regiéo

entre on 5,36 — 3,40.

16. Andlise de Ra-EE-2

O solido branco Ra-EE-2 (2,9 mg) apresentou teste Leibermann Bourchard positivo para
esterdides. A Figura V.95 apresenta o espectro de RMN de H de Ra-EE-2. Os sinais em oy
5,25 e 5,05 indicam uma mistura de esterOides constituida por p-sitosterol:estigmasterol

(0,45:1,00). O ponto de fusdo na faixa entre 282,9 — 285,6 °C indica que esses esterdides
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apresentam-se substituidos. Os sinais em on 4,43 (tripleto), 4,23 (dupleto), 3,65 (multipleto)
podem ser atribuidos a hidrogénios hidroxilicos. Os sinais na regido entre 64 3,30 e 2,80 podem
ser atribuidos a hidrogénio de carbonos hidroxilados. Portanto, pode-se propor que estes

esterdides apresentam-se glicosilados.
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Figura 1V.95. Espectro de RMN de *H de Ra-EE-2 (400 MHz; CDCls).

As Figuras 1V.96 e V.97 apresentam o espectro de RMN de *C e o subespectro DEPT
135° de Ra-EE-2, respectivamente. O espectro mostra sinais de carbono caracteristicos de B-
sitosterol e estigmasterol. Além disso, os sinais de carbonos metinicos em &c 100,8, 76,9, 73,5 e
70,1 e o sinal de carbono metilénico em oc 61,1 podem ser atribuidos a carbonos da parte

glicona.
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Figura 1V.97. Subespectro DEPT 135° de Ra-EE-2 (100 MHz; CDCls).
As estruturas desses esteroides (Figura IV. 98) foram determinadas pelas analises por
RMN e comparacdo com dados descritos na literatura (Tabela IV. 7) para 3-O-f-D-

glicopiranosil-sitosterol 60161 ¢ - 3-O-p-D-glicopiranosil-estigmasterol 162163
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Tabela IV.7. AtribuicGes dos sinais de RMN de 1H e de 13C (em ppm)

Atormo LC-4163 Ra-EE-2 | Ra-EE-2 DEPT s ';:B:f%?ﬁg'g H]
&ca &b &b &b ' T
C1 37,3 36,8 36,8 CH2 2,3 (t, 1H
C2 30,0 29,2 29,2 CH2 3,30 - 2,80 (m)
C3 78,4 76,9 76,9 CH 4,43
C4 39,1 39,0 39,0 CH2 2,37 (d, 12,2)
C5 140,9 140,5 138,0 C -
C6 121,8 121,2 128,8 CH 5,33 (d, 1H)
C7 31,9 31,4 31,4 CH2 1,95 1,14
C8 31,8 31,4 31,4 CH 1,95 - 1,14
C9 50,1 49,6 49,6 CH 1,95 1,14
C10 36,7 36,2 36,2 C -
Cl1 21,0 20,9 20,9 CH2 1,95 - 1,14
C12 39,7 39,7 39,7 CH2 1,95 1,14
C13 423 41,8 41,8 C -
C14 56,6 56,2 56,2 CH 1,95 - 1,14
C15 24,3 24,8 24,8 CH2 1,95 1,14
C16 28,6 28,7 28,7 CH2 1,95 - 1,14
C17 56,0 55,4 55,4 CH 1,95 - 1,14
C18 11,7 12,1 12,1 CH3 0,66 (s, 3H)
C19 19,2 19,1 19,1 CH3 1,01 - 0,69
C20 36,2 35,4 35,4 CH 1,95 — 1,14
c21 18,9 18,9 18,9 CH3 1,01 - 0,69
C22 34,0 33,5 138,0 - 1,65; 5,16 (dd,8,6; 15)
C23 26,1 27,7 128,8 - 1,50; 5,05 (dd,8,6; 15)
C24 45,8 45,1 45,1 CH 1,95 1,14
C25 29,2 31,3 31,3 CH 1,95 — 1,14
C26 18,7 18,6 18,6 CH3 1,01 - 0,69
c27 19,7 19,7 19,7 CH3 1,01 - 0,69
C28 23,1 21,7 21,7 CH2 1,95 - 1,14
C29 11,9 11,8 11,8 CH3 1,01 - 0,69
Cl’ 102,5 100,8 100,8 CH 4,22 (d, 7,7, 1H)
Cc2 75,0 73,5 73,5 CH 2,90 (m); 4,85(0OH)
C3’ 77,0 76,7 76,7 CH 3,69 (m); 3,13-3,01 (m) /a
Cc4’ 71,5 70,1 70,1 CH 3,13 - 3,01 (m)
C5’ 78,1 76,9 76,9 CH 3,13 - 3,01 (m)
6’ 62,6 61,1 61,1 CH2 3,78-3,47 (m)/b;

LC-4 = Glicopiranosideosilsistosterol (a) CDCls, 75 MHz; (b) 100 MHz; MeOD; (c) 400 MHz;

CDCls
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Figura 1VV.98. Estrutura quimica de esterdides glicosilados.
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ANALISE DOS TESTES BIOLOGICOS
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1. Determinacdo da DME com os extratos etandlicos da primeira coleta

O material vegetal da primeira coleta foi submetido a extracdo em hexano e,
posteriormente, em etanol. Os testes para a verificacdo da neutralizacdo da atividade
Edematogénica do veneno de Bothrops atrox foram realizados com parte dos extratos em
etanol das folhas (Fo-EE), flores (FI-EE) e caule (Ca-EE). Cada extrato (100 uL) foi diluido
em 900 L de solucdo salina. Apenas o extrato FI-EE (100 L) foi diluido em 800 wL de
solucdo salina e 100 uL de Twenn 20 para auxiliar na homogeneizacdo. A dose de veneno
utilizada nos experimentos de neutralizacdo correspondeu a trés Doses Minimas
Edematogénicas (3 x 1,2 pg/animal = 3,6 ug/animal) em um volume de 50 pL.

Para avaliacdo da neutralizacdo dos extratos vegetais obtidos de Peltodon radicans
foram formados quatro grupos com trés camundongos cada. Trés grupos foram utilizados para
avaliar a neutralizacdo da atividade de edematogénica do veneno de B. atrox pelos extratos
das folhas (Fo-EE), flores (FI-EE) e caule (Ca-EE) e um grupo foi utilizado como controle, o
qual recebeu veneno, no coxim plantar da pata direita; salina no coxim plantar da pata
esquerda; e o veiculo, solucdo salina, por via intraperitoneal (i.p.). No coxim plantar da pata
direita (P.D.) foi injetado o veneno e no coxim plantar da pata esquerda (P.E.) foi injetada a
solucdo salina. Os extratos foram injetados simultaneamente intraperitonealmente em volume
de 0,1 mL. O edema (E%) foi avaliado pela diferenca entre as espessuras do coxim da pata
experimental e da pata controle, dividida pela espessura do coxim da pata controle e o
resultado obtido foi multiplicado por 100. Assim, % de Edema = (V¢ — Vi)/ Vi x 100. A
inibicdo (1%0) foi calculada pelo valor médio da % de Edema do extrato dividido % de Edema
do controle, dado em percentagem. A neutralizacdo (N%) foi calculada subtraindo de 100% o
valor obtido de 19%. As mensurac6es das patas foram realizadas nos tempos de 2, 4 e 6 horas

apos aplicacao.
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A Tabela V.1 expressa os dados da leitura dos testes de neutralizacdo da atividade
Edematogénica apds 2 horas da aplicacdo dos extratos FI-EE, Fo-EE e Ca-EE. O extrato FI-
EE apresentou um valor positivo de neutralizacdo do veneno (N% = 23,39) e os demais
extratos apresentaram valores negativos, sendo a neutralizacdo empregando o extrato FI-EE
(N% = -49,65) menor em relacdo ao extrato Ca-EE (N% = -17,33). Esses resultados mostram

um efeito de neutralizacdo efetivo apenas do extrato FI-EE.

Tabela V.1. Testes de DME apds 2 h da aplicagdo dos extratos FI-EE, Fo-EE e Ca-EE

Extrato Frﬁtr)ﬁ; Frﬁlfﬁ; E%® Média 1%¢ NEZS
3,74 2,95 26,78
FI-EE 4,65 3,32 40,06 34,77 76,61 23,39
4,11 2,99 37,46
5,06 2,87 76,31
Fo-EE 4,49 2,42 85,54 67,91 149,65 -49,65
4,20 2,96 41,89
4,51 2,59 74,13
Ca-EE 4,36 2,94 48,30 53,25 117,33 -17,33
4,49 3,27 37,31
4,61 2,96 55,74
Controle 4,16 2,95 41,02 45,38
4,53 3,25 39,38

(@) P.D. = espessura da pata direita, onde foi aplicado o veneno; (b) P.E. = espessura da pata
esquerda, onde foi aplicada a salina; (c) E% = percentagem de edema; (d) 1% = percentagem
de inibicdo em relagéo ao grupo controle; (e) N% = percentagem de neutralizacao.

A Tabela V.2 apresenta os dados da leitura dos testes de neutralizacdo ap0s 4 horas da

aplicacdo dos extratos FI-EE, Fo-EE e Ca-EE. Os extratos FI-EE e Ca-EE apresentaram
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valores positivos de neutralizacdo do veneno (N% = 34,67 e 7,44, respectivamente) e extrato
Fo-EE apresentou valor negativo (N% = -51,45). Para os extratos FI-EE e Ca-EE, o0s
resultados mostram um efeito de neutralizacdo mais acentuado apos 4 h de aplicacdo (Tabela
V.2) em relacdo a 2 h de aplicacédo (Tabela V.1). O efeito de neutralizacdo do extrato Fo-EE
apos 4 horas de aplicacdo manteve-se similar ao verificado ap6s 2 h de aplicacdo, indicando
ndo ser efetivo na neutralizacéo.

Tabela V.2. Testes de DME ap0s 4 h da aplicacdo dos extratos FI-EE, Fo-EE e Ca-EE

Extrato Frﬁ[r)ﬁ; Frﬁlfﬁ; E%" Média 199 N%6®
3,51 2,95 18,98
FI-EE 3,72 3,04 22,37 21,23 65,33 34,67
3,78 3,09 22,33
4,33 2,75 57,45
Fo-EE 4,86 3,00 62,00 49,21 151,45 -51,45
4,05 3,16 28,16
4,23 3,21 31,78
Ca-EE 4,13 3,06 34,97 30,07 92,56 7,44
4,05 3,28 23,48
4,12 3,08 33,77
Controle | 4,03 2,98 35,23 32,49
4,06 3,16 28,48

(a) P.D. = espessura da pata direita, onde foi aplicado o veneno;
esquerda, onde foi aplicada a salina;

percentagem de inibicdo em relagdo ao grupo controle;

(b) P.E. = espessura da pata
(c) E% = percentagem de edema;
() N%

d) 1% =
percentagem de

neutralizacéo.

A Tabela V.3 mostra os dados da leitura dos testes, de neutralizacdo da agdo

Edematogénica do veneno de Bothrops atrox, apds 6 horas da aplicacdo dos extratos FI-EE,
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Fo-EE e Ca-EE. Os extratos FI-EE e Ca-EE apresentaram valores positivos de neutralizacéo
do veneno (N% = 57,38 e 20,89, respectivamente) e extrato Fo-EE apresentou valor negativo
(N% = -24,62). Para os extratos FI-EE e Ca-EE, os resultados mostram um efeito de
neutralizacdo mais acentuado apds 6 h de aplicacdo (Tabela V.3) em relacdo a 4 h (Tabela
V.2) e 2 h (Tabela V.1) de aplicacdo. O efeito de neutralizacdo do extrato Fo-EE apds 4 horas
de aplicacdo torna-se menos negativo em relacdo a 2 h e 4 h, indicando nao ser efetivo na

neutralizacao.

Tabela V.3. Testes de DME ap06s 6 h da aplicacdo dos extratos FI-EE, Fo-EE e Ca-EE

Extrato PO | PES E%° - 1%¢ NEZS
(mm) (mm) Média
3,80 3,68 3,26
FI-EE 3,63 3,02 20,20 14,42 42,62 57,38
3,51 2,93 19,80
4,12 2,82 46,10
Fo-EE 3,90 2,84 37,32 42,16 124,62 -24,62
4,12 2,88 43,06
3,69 3,20 15,31
Ca-EE 3,67 2.99 22.74 26,76 79,11 20,89
4,21 2,96 42,23
3,99 2,95 35,25
Controle 3,90 2,99 30,43 33,83
3,68 2,71 35,79

(@) P.D. = espessura da pata direita, onde foi aplicado o veneno; (b) P.E. = espessura da pata
esquerda, onde foi aplicada a salina; (c) E% = percentagem de edema; (d) 1% = percentagem
de inibicdo em relagéo ao grupo controle; (e) N% = percentagem de neutralizacao.
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2. Determinacdo da DME dos extratos macerados (M-Fo e M-Fl) da segunda coleta
As folhas e flores do material da segunda coleta foram maceradas, obtendo-se 0s
extratos liofilizados das folhas (M-Fo; m = 63,54 g) e flores (M-FI; m = 88,80 g). Uma
aliquota de cada extrato (70 mg) foi diluida em 1,00 mL de solucéo salina e, depois, 0,25
mL de cada solucédo foi diluida em diferentes propor¢des de solucdo salina para preparar
solucdes de 7,0, 3,5 e 1,75 mg/mL. A concentracdo de 70 mg foi feita com base nas doses

utilizadas, popularmente, no tratamento de acidentes por serpentes peconhentas.

A Tabela V.4 mostra os resultados dos testes de neutralizacdo da atividade
edematogénica ap6s 2 h da aplicacdo dos extratos M-Fo e M-FI nas concentracdes de 7,0,
3,5 e 1,75 mg/mL em solucdo salina. O extrato M-Fo ndo apresentou atividade efetiva nas
diferentes concentracbes consideradas. Esses resultados indicam que as folhas
apresentaram pouca eficacia na neutralizacdo da atividade edematogénica ap6s 2 h da
aplicacdo do extrato. Por outro lado, o extrato M-FI apresentou eficacia na neutralizacdo da
acdo edematogénica do veneno de Bothrops. atrox nas diferentes concentragdes testadas,
sendo que na concentracdo de 1,75 mg/mL a neutralizacdo foi menor em relacdo as

concentrages 3,5 e 7,0 mg/mL.

A Tabela V.5 mostra os resultados dos testes de neutralizacdo da acdo
Edematogénica apds 4 h da aplicacdo dos extratos M-Fo e M-FI nas concentragdes de 7,0,
3,5 e 1,75 mg/mL em solucdo salina. Diferentemente dos resultados obtidos apds 2 h da
aplicagéo, o extrato M-Fo apresentou atividade neutralizante da atividade Edematogénica ,
com valores de N% variando de 14,57 a 26,97, para as concentragdes de 1,75 e 7,0 mg/mL
do extrato. Por sua vez, o extrato M-FI apresentou valores de N% maiores em relacéo aos
valores obtidos apds 2 h da aplicacdo, atingindo um valor de N% igual a 82,73 na

concentracéo de 7,0 mg/mL do extrato.
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Portanto, os testes de DME indicaram que o extrato das flores de Peltodon radicans
apresentou maior eficacia na neutralizacdo da atividade edematogénica em relacao aos
extratos das outras partes da planta (folhas e caule). Aleém disso, a acao bloqueadora da
atividade edematogénica do extrato das flores aumentou com o aumento tanto do tempo de

aplicacdo quanto da concentracdo do extrato (dose-resposta).
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Tabela V.4. Leitura dos testes de neutralizacdo, da atividade Edematogénica do veneno de

Bothrops atrox, apos 2 h da aplicacéo dos extratos M-Fo e M-FI nas concentracdes de 7,0, 3,5

e 1,75 mg/mL em solucéo salina

Extrato/[concentragdo] | P.D.? P.EP E%° Média 1940 NO%e

3,93 3,03 29,66
4,34 3,17 36,99

M-Fo/[1,75mg/mL] YRT, 301 3861 33,37 98,95 1,05
3,96 3,09 28,20
4,52 3,07 47,25
4,14 3,04 36,26

M-Fo/[3,5 mg/mL] 305 319 5386 35,68 105,82 (-5,82)
4,15 3,07 35,37
4,07 2,97 37,14
3,87 2,85 35,69

M-Fo/[7,0 mg/mL] 378 > 84 3326 33,16 98,34 1,66
3,83 3,03 26,54
3,95 3,15 25,29

M-FI/[1,75 mg/mL] 4,06 3,03 18,21 16,95 50,26 49.74
3,83 3,56 7,35
3,66 3,31 10,44

M-FI/[3,5 mg/mL] 4,13 3,64 13,40 11,74 34,81 65,19
3,94 3,54 11,37
3,94 2,98 32,28
3,63 3,32 9,46

M-FI/[7,0 mg/mL] 354 332 5.69 13,37 39,64 60,36
3,97 3,78 5,03
5,04 3,42 47,35
5,00 3,77 32,41

CONTROLE 4,50 3,40 32,32 8,72

4,51 3,67 22,78

(a) P.D. = espessura da pata direita, onde foi aplicado o veneno;
aplicada a salina; (c) E% = percentagem de edema;
ao grupo controle; (e) N% = percentagem de neutralizacdo.

(b) P.E. = pata esquerda, onde foi
(d) 1% = percentagem de inibicdo em relacéo
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Tabela V.5. Leitura dos testes de neutralizacdo, da atividade Edematogénica do veneno de
Bothrops atrox, apos 4 h da aplicacéo dos extratos M-Fo e M-FI nas concentracdes de 7,0, 3,5

e 1,75 mg/mL em solucéo salina

Extrato/[concentracdo] | P.D.2 P.EP E%° Média 1969 N%o®
4,16 2,80 48,41
3,93 3,03 29,79
M-Fo/[1,75mg/mL] 36,65 84,84 15,16
4,16 3,23 28,70
4,33 3,10 39,70
4,15 3,12 33,10
4,17 3,23 28,83
M-Fo/[3,5 mg/mL] 31,55 73,03 26,97
4,21 3,41 23,26
4,20 2,98 41,01
4,34 3,03 42,93
3,86 2,88 34,06
M-Fo/[7,0 mg/mL] 36,90 85,43 14,57
4,08 3,09 32,10
4,15 2,99 38,52
4,03 3,35 20,35
3,88 3,13 24,14
M-FI/[1,75 mg/mL] 18,46 42,74 57,26
4,12 3,31 24,57
4,20 4,01 4,79
3,38 3,15 1,27
3,55 3,30 7,55
M-FI/[3,5 mg/mL] 16,46 38,10 61,90
3,93 3,07 28,19
3,90 3,17 22,81
3,85 3,43 12,20
3,42 3,26 5,03
M-F1/[7,0 mg/mL] 7,46 17,27 82,73
3,33 3,18 4,65
3,83 3,55 7,95
4,73 3,36 40,71
CONTROLE 4,77 3,40 40,26 43,20
4,67 3,21 45,49
4,76 3,25 46,34

(a) P.D. = espessura da pata direita, onde foi aplicado o veneno; (b) P.E. = pata esquerda, onde foi
aplicada a salina; (c) E% = percentagem de edema; (d) 1% = percentagem de inibicdo em relacdo
ao grupo controle; (e) N% = percentagem de neutralizag&o.
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A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas dos fitoconstituintes isolados de Peltodon

radicans, enquanto na Tabela 1 sdo especificadas as suas quantidades relativas e a parte do

vegetal do qual foram isolados.
30 5 30

HO
HO

OH
Figura 1. Estruturas quimicas dos fitoconstituintes isolados de P. radicans.
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Tabela 1. Rendimento de obtencdo das substancias isoladas nos diferentes extratos de P. radicans

Extrato (massa) Substancia Massa (mg) | Rendimento
Fo-EH (7,1050 g) Hidrocarbonetos 12,8 0,18%
Fo-EE (54,2533 g) a-Amirina (2) 8,6 0,02%

S-Sitosterol (3) 157,4 0,29%

Estigmasterol (4) 128,6 0,24%

FI-EH (3,4608 g) Hidrocarbonetos 11,4 0,33%
S-Amirina (1) 4,3 0,12%

a-Amirina (2) 5,8 0,17%

FI-EE (4,7459 g) Acido ursélico (5) 8,5 0,18%
Acido torméntico (6) 10,9 0,23%

Ca-EH (37,4070 g) Hidrocarbonetos 65,5 0,18%
Ca-EE (74,8357 g) S-Sitosterol (3) 75,9 0,10%
Estigmasterol (4) 116,5 0,16%

3/-Hidroxi-28-ursolato de metila (7) 45,1 0,06%

Ra-EH (9,1710 g) Hidrocarbonetos 50 0,05%
Ra-EE (2,8500 g) p-Sitosterol (3) 53 0,19%
Estigmasterol (4) 3,7 0,13%

3-O-f-D-glicopiranosil-sitosterol (8) 0,9 0,03%
3-O-p-D-glicopiranosil-estigmasterol (9) 2,0 0,07%

Fo= folha; FI= flor; Ca= caule; Ra= raiz; EH= extrato hexanico; EE= extrato etandlico
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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. Porém, esses esteroides ndo
foram encontrados nas flores. Triterpenos pentaciclicos foram isolados em maiores propor¢des
nas flores, sendo 1 e 2 de FI-EH e 5 e 6 de FI-EE. Proporcdes relativamente pequenas dos
triterpenos pentaciclicos 2 e 7 foram isolados respectivamente de Fo-EE e Ca-EE.

Nos testes de blogueio da acdo edematogénica com os extratos Fo-EE, FI-EE e Ca-EE,
apenas FI-EE apresentou acdo bloqueadora ap6s 2 horas da aplicacdo, reduzindo em 23,39% a
atividade edematogénica do veneno de Bothrops atrox, em relacdo aos animais controle. Essa
acao bloqueadora foi mais eficaz na quarta e sexta hora (34,67% e 57,38%, respectivamente). Ja,
0 extrato Ca-EE apresentou fraca acdo bloqueadora na dose testada (2% horas = -17,33%; 42 horas
= 7,44% e na 6% hora = 20,89%) e o extrato Fo-EE ndo foi eficaz em bloguear a acdo
edematogénica induzida pelo veneno de B. atrox.

Nos testes de bloqueio da acdo edematogénica duas e quatro horas ap6s a aplicacdo dos
extratos obtidos de acordo com o uso popular de M-Fo e M-FI, o primeiro (M-Fo) apresentou
atividade blogueadora apenas na quarta hora. Esses resultados indicam efeito pouco eficaz de
M-Fo na neutralizacdo da atividade edematogénica do veneno. Por outro lado, M-FI
apresentou atividade antiedematogénica efetiva, dose-dependente, nos diferentes tempos
observados. Portanto, os testes indicam que as flores apresentam maior concentracdo de
composto(s) eficaz(es) em bloquear a agdo edematogénica do veneno de Bothrops atrox do
que os extratos obtidos das outras partes da espécie vegetal (folhas e caule).

Estudos mostram que esteroides apresentam atividades antiinflamatérias, podendo ser
relacionadas com a neutralizacdo do efeito letal dos venenos brotdpicos. No entanto, os extratos

das flores ndo forneceram os esteroides 3, 4, 8 e 9 (Tabela 1) ou outros esterdides, mas
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apresentaram maiores efeitos de DME. Assim sendo, ndo € possivel relacionar essas substancias
com a atividade DME estudada das flores.

Os efeitos hiperalgésico de 2 tém sido observados nas dores inflamatorias persistentes. Alguns
estudos mostram que 1 e 2 apresentam atividades similares aos corticdides. A atividade antiinflamatoria
dos triterpenos tem sido atribuida a presenca de grupos carboxilicos e hidroxilicos em posicGes especificas
nas interacbes de receptores glucocorticdides. Nos casos de 1 e 2, a atividade antiinflamatéria tem sido
atribuida a posicao do grupo hidroxila em C-3, com efeitos antiinflamatorios localizados. Nos extratos das
flores foram encontrados esses dois triterpenos (Tabela 1), o que poderia ser relacionado com a atividade
antiedematogénica de FI-EE e M-FI.

O acido ursolico 5 é encontrado amplamente no reino vegetal, apresentando diversas propriedades
farmacologicas, como antiedematogénica e antiinflamatéria. Por sua vez, o acido de torméntico 6 é menos
freqliente em espécies vegetais, apresentando também atividades antiinflamatoria. Esses dois triterpenos
foram encontrados apenas nas flores a 0,18% e 0,23%, respectivamente. Ambas as proporc¢des sdo
relativamente altas, permitindo relacionar 5 e 6 com a atividade antiedematogénica de Peltodon radicans
verificada popularmente e confirmada pelos testes bioldgicos realizados neste trabalho.

Assim, nos extratos das folhas, caules e raizes de Peltodon radicans foram identificados os
esteroides 3, 4, 8 e 9, além de proporcdes relativamente pequenas dos triterpenos pentaciclicos 2 e 7. Esses
extratos apresentaram menores atividades antiedematogénicas do que o extrato das flores. Os testes de
DME indicaram que o extrato das flores de Peltodon radicans apresentou eficacia significativa na
neutralizacdo da atividade edematogénica do veneno de Bothrops atrox. Além disso, a acdo bloqueadora
da atividade edematogénica desse extrato aumentou tanto com o tempo de aplicacdo quanto com a
concentracdo do extrato (dose-resposta). Portanto, os resultados estdo de acordo com algumas das
informacdes etnofarmacoldgicas dessa espécie vegetal. Os triterpenos pentaciclicos 1, 2, 5 e 6,
identificados nos extratos das flores, podem estar relacionados com o bloqueio da atividade

edematogénica pela P. radicans.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



Referéncias Bibliograficas 160

1. Amaral, C. F .S.; Bucaretchi, F.; Aradjo, F. A. A.; Cardoso, J. L. C.; Campos, J. A.; Marques,
M. M. A.; Santalucia, M.; Manual de Diagnostico e Tratamento de Acidentes por Animais
Peconhentos. Brasilia: Ministério da Saude - Fundacdo Nacional de Saude, 1998, 131p.

2. Cardoso, J. L. C.; Franga, F. O. S.; Sant’ana, C. M.; Haddad, Jr. V.; Animais Peconhentos no
Brasil: Biologia, clinica e terapéutica dos acidentes. Sarvier: Séo Paulo, 2003, 468p.

3. Cardoso, J. C. L.; Brando, R. B. Acidentes por animais peconhentos. Editora Santos, Sdo
Paulo, 1982.

4. Chippaux, J.P.; Snake-bites: Appraisal of the Global Situation. Bull World Health Org, v. 76,
n. 5, p. 515-524, 1998.

5. Pinho, F. M. O.; Pereira, I. D.; Ofidismo. Rev. Ass. Brés., v.47, n. 1, p. 24-29, 2001.

6. Amaral, C. F .S.; Bucaretchi, F.; Aragjo, F. A. A.; Cardoso, J. L. C.; Campos, J. A.; Margues,
M. M. A.; Santalucia, M.; Ministério da Salde do Brasil. Manual de diagnostico e
tratamento do acidente ofidico. 12 reimpressdo.Brasilia: Ministério da Saude, 1991.

7. Ribeiro, L. A.; Albuquerque, M. U.; Campos, V. A. P.; Epidemiologia dos Acidentes por
Serpentes Peconhentas: Estudos de Casos Atendidos em 1988. Rev. Saude Publica, v. 5, p.
380-388, 1995.

8. Amaral, C. F .S.; Bucaretchi, F.; Aradjo, F. A. A.; Cardoso, J. L. C.; Campos, J. A.; Marques,
M. M. A.; Santalucia, M.; Ministério da Salde do Brasil; Manual de Diagndstico e
Tratamento de Acidentes por Animais Peconhentos. Fundacdo Nacional de Saude: Brasilia,
2001, 120p.

9. Barraviera, B.; Acidentes por serpentes dos géneros Bothrops, Lachesis e Micrurus. Arg. Bras
Med, v. 65, n. 4, p. 345-355, 1991.

10. Museu do Instituto Butantan, Instituto Butantan, S& Paulo. Disponivel em:

<www.butantan.gov.br>. Acessada em abril de 2004.



Referéncias Bibliograficas 161

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Jorge, M. T.; Ribeiro, L. A.; Epidemiologia e quadro clinico do acidente por cascavel Sul-
Americana (C. durissus). Rev. Inst. Méd. Trop. Séo Paulo, v. 34, p. 347-54, 1992.

Martins, M.; Oliveira, M. E.; Projeto jararaca — Historia natural e evolucao de Viperideos
Sulamericanos. Dispinivel
em:<http://eco.ib.usp.br/labvert/Jararaca/projjar_atrox_manaus.htm>. Acessada em marco
de 2004.

Hoge, A. R.; Romano Hoge, S. A. R. W.; Sinopse das serpentes peconhentas do Brasil. 22
edicdo. Memodrias do Instituto Butantan, v. 42/43, p. 373-497, 1978/79.

Cunha, R.; Ofidios da Amazobnia. 1. ed. Belém: Museu Goeldi, 1978, 172p.

Dos-Santos, M. C.; Martins, M.; Boechat, A. L.; S&-Neto, R. P.; Oliveira, M. E.; Serpentes de
interesse médico da Amazonia, UA/SESU: Manaus, 1995.

Campbell, J. A.; Lamar, W. W.; The Venomous Reptiles of Latin America. Cornell
University: New York., 1989. 425p.

Dos-Santos, M. C.; Borges, C. C.; Sadahiro, M.; Aspectos epidemioldgicos e clinicos dos
acidentes ofidicos ocorridos nos municipios do estado do Amazonas. Rev. Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, v. 32, n. 6, p. 637-646, 1999.

Bolafos, R.; Serpientes,Venenos y Ofidismo en Centro América. Ed. Universitaria de Costa
Rica:San José. 1984, 210p.

Furtado, M. F. D.; Colleto, G. M. D. D.; Dias da Silva, W.; Controle de qualidade dos
venenos animais e dos correspondentes antivenenos. Memorias do Instituto Butantan, v. 53,
n. 2, p. 149-159, 1991.

Meier, J.; Nerve grow factors from snake venoms: chemical properties, mode of action and

biological significance. Toxicon, v. 34, n. 7, p. 787-806, 1996.



Referéncias Bibliograficas 162

21. Otero, R.; Osorio, R. G.; Valderrama, R.; Giraldo, O. A.; Efectos farmacoldgicos y
enzimaticos de los venenos de serpientes de Antioquia e Choco (Colombia). Toxicon, v. 30,
n. 5/6, p. 611-620, 1992,
22. Russel, F. E.; Calson, R. W.; Wainschel, J.; Osborne, A. H.; Snake venoms poisoning in the
United States. Experiences with 550. J. A. M. A., v. 233, p. 341-344, 1975.
23. Rosenfeld, G.; Symptomathology, pathology and treatment of snake bites in South
America. In Venomous Aminals and their Venoms. Ed. W. B. E. E. Buckley, Academic Press:

New York, v. 2, p. 345-403, 1971.

24. Trebien, H. A.; Calixto, J. B.; Pharmacological evolution of rat paw oedema induced by
Bothrops jararaca venom. Agents Actions, v. 26, p. 292-300, 1989.

25. Cury, Y.; Teixeira, C. F. P.; Sudo, L.; Edematogenic responses induced by Bothrops jararaca
venom in rats: role of lymphocytes. Toxicon, v. 32, p. 1425-1431, 1994.

26. Picolo, G.; Chacur, M.; Gutiérrez, J. M.; Teixeira, C. F. P.; Cury, Y.; Evaluation of
antivemoums in the neutralization of hyperalgesia and edema induced by Bothorps jararaca
and Bothrops asper snake venoms. Brazilian Journal of Medical and Biological Reseach, v.
35, p. 1221-1228, 2002.

.27. Gutierréz, J. M.; Lomonte, B.; Local tissue damage induced by Bothrops snake venoms. A
Review. Memorias do Instituto Butantan, v. 51, n. 4, p. 211-223, 19809.

28. Chacur, M.; Medicdo quimica da hiperalgesia induzida pelos venenos de serpentes B.
jararaca e B. asper e por uma miotoxina com atividade de fosfolipase Az isolada do veneno
de B. asper. 2000. 106f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) Inst. Cien. Biomédicas,

Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.



Referéncias Bibliograficas 163

29. Amaral, C. F. S.; Rezende, N. A.; Da Silva, O. A.; Ribeiro, M. M. F.; Magalhées, R. A.; Dos
Reis, R. J.; Carneiro, J. G.; Castro, J. R. S.; Insuficiéncia renal aguda secundaria a acidentes
ofidicos botrdpico e crotalico. Anélise de 63 casos. Ver. Inst. Méd. Trop.; v. 28, p. 220-227,
1986.

30. Warrell, D. A.; The global problem of snake bite: its prevention and treatment. National
University of Singapore, 1992.

31. Tambourgit, D. V.; Campos, A. C. M. R.; Freitas, M. C. W.; Magnoli, F. C.; Silva, W. D.;
Eickstedt, V. R. D. V.; Santos, M. C.; Furtado, M. F. D.; Kipnis, T. L.; Manipulation of the
Complement Sistem by Animal Venoms. Memdrias do Instituto Butantan, v. 54, n. 2, p. 9-
10, 1992.

32. Coetzer, P. W.; Tilbury, C. R.; The epidemiology of snakebite in norther Natal. S. Afr. Med.,
V.62, n.7,p. 206-212, 1982.

33. Cardoso, J. L. C.; Fan, H. W.; Franca, F. O. S.; Jorge, M. T.; Leite, R. P.; Nishioka, S. A.;
Avila, A.; Sano-Martins, I. S.; Tomy, S. C.; Santoro, M. L.; Chudzinski, A. M.; Castro, S.
B.; Kamiguti, A. S.; Kelen, E. M. A.; Hirata, M. H.; Mirandola, R. M. S.; Theakston, R. D.
G.; Warrell, D. A.; Randomized comparative trial of three antivenomsin the treatment of
envenoming by lance-headed vipers (Bothrops jararaca) in Sdo Paulo, Brasil. Q. J. Med.,
v.86, p. 315-325, 1993.

34. Eichbaum, F. W.; Acdo dermatotoxica de veneno ofidicos e sua neutralizacdo pelos
antivenenos. Mem. Inst. Butantan, v. 20, p. 79-94, 1947.

35. Gutierrez, J. M.; Chaves, F.; Bolafios, R.; Cerdas, L.; Rojas, E.; Arroyo, O.; Portilla, E.;
Neutralization de los efectos locales del veneno de Bothorps asper por um antiveno

polivalente. Toxicon, v. 19, p. 493-500, 1981.



Referéncias Bibliograficas 164

36. Gutiérrez, J. M.; Gené, J. A.; Cerdas, L.; Rojas, G.; Neutralization de of proteolytic and
hemorrhagic activities of Costa Rica snake venoms by a polyvelent antivenom. Toxicon, v.
23, n. 6, p. 887-893, 1985.

37. Gutiérrez, J. M.; Gené, J. A.; Lemonte, B.; Cerdas, L.; Rojas, E.; Comparative study of the
edema-formation active of Rican Costa snake venoms and its neutralization by a polyvalent
antivenom. Comp. Biochem. Physiol., v. 85C, p. 171-175, 1986.

38. Jorge, M. T.; Ribeiro, L. A.; Dose de soro (antiveneno) no tratamento do envenenamento por
serpentes peconhentas do género Bothrops. Rev. Ass. Med. Brasil, v. 43, n. 1, p. 74-76,
1997.

39. Aguiar, G. F.; Fan, H. V.; Cardoso, D. F.; Cury, Y.; Farsky, S. H. P.; Efficacy of bothropic
antivenom in events induced by Bothrops jararaca venom on microcirculation. Intravital
microscopic study. In: V Simpoésio da Sociedade Brasileira de Toxicologia, Angra dos Reis,
Rio de Janeiro, 1989.

40. Domingos, M. O.; Resposta imune humoral em pacientes acidentados por Bothrops spp e
biodistribuicdo e neutralizacdo do veneno de B. jararaca em camundongos. In: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 1992.

41. Tu, A. T.; Chemistry of Rattlesnake Venoms. In Rattlesnake Venoms, their Actions and
Treatment, Marcel Dekker, New York, p. 247, 1982.

42. Boechat, A. L. R.; Paiva, C. S.; Franca, F. O.; Dos-Santos, M. C.; Heparin-antivenom

association: differential neutralization effectiveness in Bothrops atrox and Bothrops erythromelas

envenoming. Rev. Inst. Med. Trop., v..43, no.1, p. 7-14, 2001.

43. Melo, P. A.; Suarez-Kurtz, G.; Release of sarcoplasmic enzymes from skeletal muscle by

Bothrops jararacussu venom: antagonism by heparin and by the serum of South American
marsupials. Toxicon, v. 26, n. 1, p. 87-95, 1988.



Referéncias Bibliograficas 165

44, Esmeraldino, L. E.; Avaliacdo da acdo do extrato de Croton urucurana Baillon
(Euphorbiaceae) sobre a atividade hemorragica do veneno de Bothrops jararaca. 2003.
157f. Tese (Doutorado em Quimica) Curso de Pos-Graduacdo em Quimica. Universidade
Federal. Ribeirdo Preto.

45. Melo, P. A.; Nascimento, M. C.; Mors, W. B.; Suarez-Kurtz, G.; Inibition of the myotoxic
and hemorrhagic activities of crotalic venoms by Eclipta prostrata (Asteraceae) extract and
constituents. Toxicon, v. 32, n. 5, p. 595-603, 1994.

46. Mors, W. B.; Nascimento, M. C.; Pereira, B. M. R; Pereira, M. A.; Plant natural products
active against snake bite — the molecular approach. Phytochemistry, v. 55, p. 627-642,
2000.

47. Santos, M. M. B.; Melo, M. M.; Jacome, D. O.; Ferreira, K. M.; Veado, J. C. C.; Figueiredo,
L. C. B.; Mota, R. O. C.; Avaliacdo clinica de cées tratados com flunixina meglumina,
Curcuma longa e soro antibotrépico. Acta Scientiae Veterinariae, v. 31, n. 1, p. 31-38,
2003.

48. Borges, M. H.; Jamal, C. M.; Santos, D. M.; Raslan, D. S.; Lima, M. E.; Purificagdo parcial
do extrato aquoso de Casearia sylvestris e sua acdo anti-PLA,. Disponivel em:
<http://www.dol.inf.br/Html/Bau/Bau-4-45.HtmI>. Acessada em: janeiro de 2004

49. Freitas, F. G., Silva, T. A.; Oliveira, F.; Santos, B. R.; Homsi-Brandeburgo, M. 1,
Hamaguchi, A.; Toxicidade aguda e propriedades antiofidicas do extrato aquoso de
Casearia grandiflora (flacourtiaceae): Atividades fosfolipasica Az, miotoxica de peconhas
de B. moojeni e B. neuwiedi. Biosci. J., v. 21, n. 2, p. 95-103, 2005.

50. Veronese, E. L.; Esmeraldino, L. E.; Trombone, A. P.; Santana, A. E.; Bechara, G. H.;
Kettlelhut, I.; Cintra, A. C.; Giglio, J. R.; Sampaio, S. V.; Inibition of the myotoxic activity

of Bothrops jararacussu venom and its two major myotoxins, BthTX-I and BthTX-II, by



Referéncias Bibliograficas 166

the aqueous extract of Tabernaemontana catharinensis A.D.C. (Apocynaceae).
Phytomedicine, v. 12, n. 1-2, p. 123-130, 2005.

51. Neves, P. C. A.; Maria Neves, M. C.; Cruz, A. B.; Sant’ana, A. E. G.; Yunes, R. A.; Calixto,
J. B.; Diferential effects of Mendevilla velutina compounds oedema induced by
phospholipase Az and phospholipase C. Eur. J. Pharmacol., v. 243, n. 3, p. 213-219, 1993.

52. Borges, M. H.; Alves, D. L.; Raslan, D. S.; Pil6-Veloso, D.; Rodrigues, V. M.; Homsi-
Brandenburgo, M. I.; Lima, M. E.; Neutralizing properties of Musa paradisiaca L.
(Musaceae) juice on phospholipase A2, myotoxic, hemorrhagic and lethal activities of
crotalidae venoms. J. Ethnopharmacol., v. 98, p. 21, 2005.

53. Castro, K. N. C.; Carvalho, A. L. O.; Almeida, A. P.; Oliveira, D. B.; Borba, H. R.; Costa, S.
S.; Zingali, R.B.; Preliminary in vitro studies on the Marsypianthes chamaedrys (boia-caa)
extracts at fibrinoclotting induced by snake venoms. Toxicon, v. 41, n. 7, p. 929-32, 2003.

54. Borges, C. C.; Cavalcanti-Neto, A. J.; Boechat, A. L.; Franciscon, C. H.; Arruda, L. F. M. R.;
Dos-Santos, M. C.; Eficicia da espécie vegetal Peltodon radicans (paracari) na
neutralizacdo da atividade edematogénica e a ineficacia do extrato vegetal Especifico
Pessoa na neutralizacdo das principais atividades do veneno de Bothrops atrox. Revista da
Universidade do Amazonas. Série: Ciéncias Biologicas v. 1, p.97-113, 1996.

55. Exodo. Portugués. In: Biblia de estudo Pentecostal. Tradugo de Jodo Ferreira de Almeida.
Rio de Janeiro: Casa Publicadora das Assembléias de Deus, 1995. p. 131-135. Edicédo
CPAD. AT.

56. Hoehne, F.C. Plantas e Substancias Vegetais Toxicas e Medicinais. 1. ed. Sdo Paulo:

coletaneas de aulas, 1978. 355p.



Referéncias Bibliograficas 167

57. Pedesen, J. A.; Distribution and taxonomic implication of some phenolics in the family
Lamiaceae determined by ESR spectroscopy. Biochemical Systematics and Ecology, v. 28,
p. 229-253, 2000.

58. Font, P. Q.; Plantas Medicinais. 1. ed. Rio de Janeiro: Labor, 1968. 1033p

59. Lecciones Hipertextuales de Boténica.; Familia Lamiaceae. Disponivel em:
<http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/ibc99/botanica/botanica/lamiacea.htm>.
Acessada em dezembro de 2003.

60. Zelnik, R.; Matilda, K. A.; Paniza, S.; Chemistry of the brazillian Labiatae. The ocorrence of
ursolic acid in Peltodon radicans Pohl,. Mem. Inst. Butantan, v. 42/43, p.357-361,1978/79

61. Phol, J. B. E.; Plantarum Brasiliae icones et descriptiones hactenus ineditae (1827).
Disponivel em: <http://www.zum.de/stueber/pohl/band1/high/IMG_6485.htmlI>. Acessada
em marcgo 2004

62. Barberan, F. A. T.; Grayer-Barkmeijer, R. J.; Gil, M. I.; Harbonrne, J. B.;Distribuition of 6-
hydroxy-, 6-methoxy and 8-hodroxyflavone glycosides in the Labiateae the
Scrophulariaceae and related families Phytochemistry, v. 27, p. 2631, 1988.

63. Balbach, A.; A Flora nacional na medicina doméstica. 23 ed. Edificacdo do Lar
laguaqueecetuba: Sao Paulo, 1969. 1016p.

64. Fanner, R.; Betti, A. H.; Mentz, L. A,; Rates, S. M. K.; Plantas usadas na medicina popular
brasileira com potencial atividade antiflgica. Braz. J. Pharm. Scien., v. 42, n. 3, 2006
(Apud): Lorenzi, H.; Matos F. J. A.; Plantas Medicinais no Brasil, Nativas e Exdticas. Nova
Odessa: Instituto Plantarum, Rio de Janeiro, 2002, 512p.

65. Cronquist, A.; An integrated system of classification of flowering plants. New York:

Columbia University Press, 1981. 1262p.



Referéncias Bibliograficas 168

66. Riberiro, J. E. L. S.; Hopkins, M. J. G.; Vicentini, A.; Sothers, C. A.; Costa, M. A. S.; Brito,
J. M.; Souza, M. A. D.; Martins, L. H. P.; Lohmann, L. G.; Assunc¢éo, P. A. C. L.; Pereira,
E. C.; Silva, C. F.; Mesquita, M. R.; Procépio, L. C.; Flora da Reserva Ducke: Guia de
Identificacdo das Plantas Vasculares de uma Floresta de Terra Firme na Amazénica Central.
INPA, Manaus, 1999, 799p.

67. Paiva, E. A. S.; Machado, S. R.; Role of intermediary cells in Peltodon radicans (Lamiaceae)
in the transfer of calcium and formation of calcium oxalate crystals. Braz. Arch. Biol.
Techn., v. 48, n. 1, p. 147-153, 2005.

68. Medeiros, K. C. P.; Monteiro, J. C.; Diniz, M. F. F. M.; Medeiros, I. A.; Silva, B. A,
Piuvezani, M. R.; effetc of the activity of the Brazilian polyherbal formulation: Eucalyptus
globules Labill, Peltodon radicans Pohl and Schinus terebinthifolius Radd in inflammatory
models. Braz. Journal Pharm., v. 17, n. 1, p. 23-28, 2007.

69. Rodrigues, V. E.; Carvalho, A. D.; Ethnobotanical Survey of the medicinal plants in the
dominion of meadows in the Region of the Alto Rio Grande — Minas Gerais. Ciénc.
Agrotéc. Lavras, v. 25, p. 102-123, 2001.

70. Peckolt, T.; Medical and useful plants of Brazil. Ber. Dent. Pharm. Ges. 14: 372-388 From: J.
Chem. Soc.Abstr. v. 88, n.11, p. 113, 1905.

71. Moniz, A. M. H.; Estudo tedrico do mio-inositol, um fitoconstituinte isolado de Peltodon
radicans, e seus derivados metilados, acetilados e fosfatados 2004, 180f. Dissertagédo
(Mestrado em Quimica) — Curso de Pos-graduacdo em Quimica de Produtos Naturais,
Universidade Federal do Amazonas, Manaus.

72. Matos, F. J. A.; Introducdo a fitoquimica experimantal. 22 ed. — Fortaleza: Edi¢cGes UPC,

1997, 141p.



Referéncias Bibliograficas 169

73. Yamakawa, M.; Nozaky, M.; Hokama, Z.; Fractionation of sakishimahabu (Trimeresurus
elegans) venom and lethal, hemorrhagic and edema-forming activities of the fractions. In:
Ohsaka, A.; Hayashi, K.; Sawai, Y. (Editors); Toxins: Animal, Plant and Microbial. Plenum
Press, New York, v.1, p. 97-109, 1976.

74. Silverstein, R. M.; Bassler, G. C.; Morrill, T. C.; Identificacdo Espectrométrica de
Compostos Organicos, 52 ed., Editora Guanabara Koogan, 1991, 387p.

75. Otuki, M. F.; Ferreira, J.; Lima, F. V.; Santos, A. R. S.; Yunes, R. A.; Calixto, J. B,
Antinociceptive properties of mixture of a-amyrin and -amyrin triterpenes: Evidence for
participation of ptotein kinase C and protein Kinase A pathways. Journal Pharmacology
Experimental Therapeutics, v. 313 p. 310-318, 2005.

76. Mahato, S. B.; Kundu, A. P.; 3C RMN espectra of pentacyclic triterpenoid — A compilation
and some salient features. Phytochemistry, v.37, n. 6, p. 1517- 1575, 1994.

77. Giese, S, OM K.; Estudo Da Composicdo Quimica dos Oleos Florais de Byrsonima
brachybotrya (Malpighiaceae). 2005. 83f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Organica) —
Curso de Pds-Graduacdo em Quimica, Universidade Federal do Parana Curitiba.

78. Patocka, J.; Biologically active pentacyclic triterpenes and their current medicine
signification. Journal of Applied Biomedicine, v. 1, p. 7-12, 2003.

79. Galotta, A, L. Q. A.; Boaventura, M. A. D.; Constituintes Quimicos da raiz e do talo da folha
do Acai (Euterpe precatoria MART., Arecaceae). Quim. Nova, v.28, n. 4, p. 610-613,
2005.

80. Luciano, F. B.; Vieira Lima, F.; Otuki, M. F.; Malheiros, A.; Yunes, R. A ; Calixto, J. B.;
Acdo anti-hiperalgésica do triterpeno alfa, beta-amirina na dor persistente induzida pela

injecdo intraplantar de CFA (Adjuvante Completo de Freund) em camundongos. In:



Referéncias Bibliograficas 170

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

XXXIV Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica Experimental., Aguas de
Lindoia, 2002.

Lima, F. V.; Malheiros, A.; Otuki, M. F.; Calixto, J. B.; Yunes, R. A.; Filho, V. C.; Monache,
F. D.; Three new triterpenes from the resinous bark of Protium kleinii and their
antinociceptive activity. J. Braz. Chem. Soc., v.16, p. 578, 2005.

Singh B, Singh S.; Antimicrobial activity of terpenoids from Trichodesma amplexicaule
Roth. Phytother Res , v. 17, p. 814-816, 2003.

Jain S. C.; Jain, R.; Singh, B.; Antimicrobial principles from Arnebia hispidissima. Intern J
Pharmacogn., v. 41, p. 231-233, 2003.

Alax . Mendes, C. L. A.; Triterpenoides e a sua atividade Anti-Inflamatdria. Dep. Quimica,
Fac. Ciéncias e Tec. da Univ. Nova de Lisboa, Portugal. Disponivel em
<http://www.dq.fct.unl.pt/cadeiras/docinf/main/Trabalhos2003%20PDF/Carlos%20Leonard
0%20TRABALHO.pdf>. Acessada em marco de 2007.

Hasmeda, M.; Kweifio-Okai, G.; Macrides, T.; Polya, G., Selective inhibition of eukaryote
protein kinases by anti-inflammatory triterpenoids. Planta Med., v. 65, p.14-18, 1999.

Recio-Iglesias, M. C.; Giner, R. m.; Mafiez, S.; Gueho, J.; Julien, H. R.; Hostettmann, K;
Rios, J. L.; Investigations on the steroidal anti-inflammatory activity of triterpenoids from
Diospyros leucomelas. Planta Med., v. 61, p. 9-12, 1995.

Recio-Iglesias, M. C.; Giner, R. M.; Méafiez, S.; Talens, A.; Cubells, L.; Gueho, J.; Julien, H.
R.; Hostettmann, K.; Rios, J. L.; Anti-inflammatory activity of flavonol glycosides from
Erythrospermum monticolum depending on single or repeated local TPA administration.

Planta Med., v.61, p. 502-504, 1995.



Referéncias Bibliograficas 171

88

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

. Rajic, A.; Kweifio-Okai, G.; Macrides, G.; Sandeman, T.; Chandler, D. S.; Polya, G.M,;
Inhibition of Serine Proteases by Anti-inflammatory Triterpenoids, Planta Medica, v. 66, n.
3, p. 206-210, 2000.

Junges M. J.; Estudo dos constituintes quimicos das folhas de Eugenia florida DC
(Myrtaceae). 1994. 213f. Tese (Doutorado em Quimica). Curso de Po6s-Graduacdo em
Quimica, Universidade Federal de Sdo Carlos, Sao Carlos.

Oliveira, B. H.; Biotransformacdo de esterdis. Quimica Nova, v. 19, n. 3, p. 233-236, 1996.

Kirk, R. E.; Othmer, D. F.; Encyclopedia of Chemical Technology, Interscience, New York, v
7, p. 513-536, 1951.

Blunden, G.; Culing, M. C.; Jewers, K.; Trop. Sci., v.17, p.139, 1975.

Souza, M. R. Estudo fitoquimico de Brosimum potabile Ducke e Brosimum acutifolium
Huber, visando investigar, por métodos tedricos, 0 mecanismo de biotransformacéo de B-
sitosterol em estigmasterol. 2000.135f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica). Curso de P6s-
Graduacdo em Quimica, Universidade do Amazonas, Manaus.

Martin, C. K. A.; Sterols. In: Biotechnology, Ed. Rehm. H.-J.; Reed, G., Verlag Chemie,
Weinheim, v. 6a, p.79-95, 1984,

Mbaze, L. M.; Poumale, H. M. P.; Wansi, J. D.; Lado, J. A.; Khan, S. N.; Igbal, M. C
Ngadjui, B. T.; Laatsch, H.; a-Glucosidase inhibitory pentacyclic triterpenes from the stem
bark of Fagara tessmannii (Rutaceae). Phytochemistry v. 68, p. 591-595, 2007.

Mohanan, P. V.; Devi, K. S. Toxicological evation of Sobatum, Cancer Latters, v. 127 n. 1, p.

135- 140, 1998.



Referéncias Bibliograficas 172

97. Delport, C. L.; Backhouse, C. N.; Erazo, S.; Negrete, R. E.; Silva, C.; Hess, A.; Nunoz, O.;

Garcia, G. M. D.; San Feliciano, A. Biological activies and metabiolites from Trevoa

trineris Miers. Phytherapy Research, v. 11, n. 7, p. 504-507, 1998..

98. Faizi, S.; Siddiqui, B. S.; Saleem, R.; Aftad, K. S. F.; Gilani, A. H.; Hypotensive constituints

from thee pods of Moringa oleifera. Planta-Med., v. 64, n. 3, p. 225-8, 1998.

99. Osawa, K.; Yasuda, H.; Morita, H.; takeya, K.; Itokawa, H.; Antibacterial and antihemilytic

100.

101.

102.

103.

104.

actity of triterpenes and [-sitosterol isolated from Chinese quince. Chemistry Abstract 128:
70376, 1998.

Peixoto, J. L. B.; Grzesiuk, V. L.; Vidotti, G. J.; Estudo quimico e avaliagcdo da atividade
antimicrobiana da espécie vegetal Croton floribundus (Euphorbiaceae) In.: XI Encontro de
Quimica da Regido Sul, Pelotas — RS, 11:1, 2003.

Balestrin, L. Estudo fitoquimico e avaliacdo das atividades alelopética, antibacteriana e
antioxidante de Dorstenia multiformis MIQUEL, Moraceae. 2006. 177f. Dissertacdo
(Mestrado em ciéncias Farmacéutica). Universidade Federal do Parana, Belém.

Pereira, M. M.; Souza Junior, S. N.; Alcantara, A. F. C.; Pil6-Veloso, D.; Alves, R. B;
Machado, P. O.; Azevedo, A. O.; Moreira, F. H.; Castro, M. S. A.; Raslan, D. S.
Constituintes quimicos e estudo bioldgico de Aspidosperma nitidum, Ver. Bras. Pl. Méd., v.
8, n. 3, p. 1-8, 2006.

Filho, V. C.; Principais avancos e perspectivas na area de produtos naturais ativos: estudos
desenvolvidos no NIQFAR/UNIVALI, Quim. Nova, v. 23, n .5, p.680-685, 2000.

Randau, K. P.; Xavier, H, S.; Dimech, G. S.; Wanderley, A. G.;. Avaliacdo preliminar da
atividade farmacoldgica (antiespasmoddica e antiulcerogénica) do extrato aquoso bruto de

Croton rhamnifolius H.B.K. e Croton rhamnifolioides Pax & Hoffm. (Euphorbiaceae),



Referéncias Bibliograficas 173

Revista Lecta, Braganca Paulista, v. 20, n. 1, p. 61-68, 2002 Apud: Peres, M. T. L. P. et al.
Analgesic compounds of Croton urucurama Baillon. Pharmaco-chemical criteria used in
their isolation. Phytotherapy Research., v. 12, p. 209-211, 1998.

105. Sanches, N. R.; Galletto, R.; Oliveira, C. E.; Bazotte, R. B.; Cortez, A. G.; Avaliacdo do
potencial anti-hiperglicemiante da Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae)
Acta Scientiarum, v. 23, n. 2, p. 613-617, 2001.

106. Demuner, A. J.; Barbosa, L. C. A.; Santos, M. A.; Estudo quimico e pesquisa de novos
compostos com potencial atividade nematicida de mucuna sp Disponivel em
<http://www.fapemig.br/files/resumo_cex_2002_2003.doc> Acessada em abril 2007.

107. Careri, M.; Elviri, L.; Liquid chromatography-UV deterination and liquid chromatography-
atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometric characterization of f3-
sitosterol and stigmasterol in soybean oil. Jounal of Chromat. A., v.935, p. 249-257, 2001.

108. Lorenz, R. L.; Johannes, C. Preparation and mass spectrometry of fourteen pure and 20, —
labeled oxidation products from the phytosterols p-sitosterol and stigmasterol. Analitical
Biochemistry, v. 325, p. 107-116, 2004.

109. Laszld, F.; O oleo de abacate: potencial fonte de beta-sistoterol para o tratamento de
prostata, cardiacos e imunoldgicos. Disponivel em:
<http://www.aromalandia.org/abacate.htm>. Acessada em janeiro de 2007.

110. Tango, J. S.; Carvalho, C. R. L.; Soares, N. B.; Caracterizacdo fisica e quimica de frutos de
abacate visando a seu potencial para extracdo de 6leo Rev. Bras. Frutic., v. 26, n. 1, p.17-

23, 2004.



Referéncias Bibliograficas 174

111. Senatore, F.; Mscize, A.;Mrugasiewicz, K; Gorecki, P.; Steroidal constituents and
inflamatory activity of the horse chestnut (Aesculus hippocastanum L.) bark. Bolletins
Societa Italian di Biologia Sperimentale v. 65, n 2, p. 137-41, 1989.

112. Cardenas, C.; Quesada, A. R.; Medina, M. A. Effects of ursolic acid on different steps of the
angiogenic process. Biochemical and Biophysical Research Communications, v.320, p.
402-408, 2004.

113. Novotny, L.; Vachalkaova, A.; Biggs, D.; Ursolic acid: An anti-tumorigenic and
chemopreventive activity. Neoplasma, v. 48, n. 4, p. 241-246, 2001

114. Lopes, J.; Triterpendides com actividade anti-cancerigena. n°12088 - Quimica Aplicada.
Disponivel em:
<http://www.dq.fct.unl.pt/cadeiras/docinf/main/Trabalhos2003%20PDF/Joao%20Filipe%2
OTriterpen%F3ides.PDF>. Acessada em marc¢o de 2007.

115. Ovesna, Z.; Vachalkova, A.; Horvathova, K.; Tothova, D.; Pentacyclic triterpenoic acids:
new chemoprotective compounds. Minreview. Neoplasma, v. 51, n. 5, p. 327-333, 2004.

116. Miceli, N.; Taviano, M. F.; Giuffrida, D.; Trovato, A.; Tzakou, O.; Galati, E. M. Anti-
inflammatory activity of extract and fractions from Nepeta sibthorpii Bentham. Journal
Ethnopharmacology, v. 97, n. 2, p. 261-266, 2005.

117. Ngouela, S.; Ndjakou, B. L.; Tchamo, D. N.; Zelefack, F.; Tsamo, E.; Connolly, J. D. A
prenylated xanthone with antimicrobial activity from the seeds of Symphonia globulifera.
Natural Product Research, v. 19, n. 1, p. 23-27, 2005.

118. Jeong, H. G.; Kim, H. G.; Hwang, Y. P. Involvement of cytokines in the hepatic expression

of metallothionein by ursolic acid. Toxicology Letters, v. 155, n. 3, p. 369-76, 2005.



Referéncias Bibliograficas 175

119. Ryu, S. Y.; Oak, M. H.; Yoon, S. K.; Cho, D. I.; Yoo, G. S.; Kim, K. M.; Anti-allergic and
anti-inflammatory triterpenes from the herb of Prunella vulgaris. Planta Medica, v. 66, n. 4,
p. 358-360, 2000.

120. Banno, N.; Akihisa, T.; Tokuda, H.; Yasukawa, K.; Higashihara, H.; Ukiya, M.; Watanabe,
K.; Kimura, Y.; Hasegawa, J.; Nishino, H.; Triterpene acids from the leaves of Perilla
frutescens and their anti-inflammatory and antitumorpromoting effects. Bioscience,
Biotechnology, and Biochemistry, v. 68, n. 1, p. 85-90, 2004.

121. Torres-Santos, E. C.; Lopes, D.; Oliveira, R. R.; Carauta, J. P.; Falcdo, C. A.; Kaplan, M.
A.; Rossi-Bergmann, B.; Antileishmanial activity of isolated triterpenoids from Pourouma
guianensis. Phytom.: Intern. J. Phytotherapy and Phytopharm., v. 11, n. 2-3, p. 114-120,
2004.

122. Cunha, W. R.; Martins, C.; Da Silva Ferreira, D.; Crotti, A. E.; Lopes, N. P.; Albuquerque,
S. In vitro trypanocidal activity of triterpenes from miconia species. Planta Medica., v. 69,
n. 5, p. 470-472, 2003.

123. Taketa, A. T.; Gnoatto, S. C.; Gosmann, G.; Pires, V. S.; Schenkel, E. P.; Guillaume, D.
Triterpenoids from Brazilian llex species and their in vitro antitrypanosomal activity.
Journal of Natural Products, v. 67, n. 10, p. 1697-1700, 2004.

124. Wang, Q.; Fan, M.; Bian, Z.; Nie, M.; Chen, Z. Extract and identify ingredient from
Ligustrum lucidum Ait and study its effect to periodontal pathogen. Zhonghua Kou Qiang
Yi Xue Za Zhi., v. 37, n. 5, p. 388-390, 2002.

125. Gu, J. Q.; Wang, Y.; Franzblau, S. G.; Montenegro, G.; Timmermann, B. N.; Constituents of
Quinchamalium majus with potential antitubercular activity. Zeitschrift fur Naturforschung

C, Journal of Biosciences, v. 59, n. 11-12, p. 797-802, 2004.



Referéncias Bibliograficas 176

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

Somova, L. I.; Shode, F. O.; Mipando, M.; Cardiotonic and antidysrhythmic effects of
oleanolic and ursolic acids, methyl maslinate and uvaol. Phytomedicine: International
Journal of Phytotherapy and Phytopharmacology, v. 11, n. 2-3, p. 121-129, 2004.

Pozo, M.; Castilla, V.; Gutierrez, C.; Nicolas, R. D.; Egido, J.; Gonzalezcabrero, J.; Ursolic
acid inhibits neointima formation in the rat carotid artery injury model. Atherosclerosis.

2005 May 24; [Epub ahead of print].

Yoshimura, H.; Sugawara, K.; Saito, M.; Murakami, S.; Miyata, N.; Kawashima, A.;
Morimoto, S.; Gao, N.; Zhang, X.; Yang, J.; In vitro TGF-betal antagonistic activity of
ursolic and oleanolic acids isolated from Clerodendranthus spicatus. Planta Medica, v. 69,
n.7,p.673-675, 2003.
Chattopadhyay, D.; Dungdung, S. R.; Mandal, A. B.; Majumder, G. C.; A potent sperm
motility-inhibiting activity of bioflavonoids from an ethnomedicine of Onge, Alstonia
macrophylla Wall ex A. DC, leaf extract. Contraception., v. 71, n. 5, p. 372-378, 2005.
Dorai, T.; Aggarwal, B. B.; Role of chemopreventive agents in cancer therapy. Cancer
letters, v. 215, p. 129-140, 2004.
Chiang, Y. M.; Chang, J. Y.; Kuo, C. C.; Chang, C. Y.; Kuo, Y. H.; Cytotoxic triterenes
from the aerial roots of Ficus microcarpa. Phytochemistry, v. 66, n. 4, p. 495-501, 2005.
Liu, J.; Oleanolic acid and wursolic acid: research perspectives. Journal of
Ethnopharmacology,v, v. 100, n. 1-2, p. 92-94, 2005.
Liu, J.; Pharmacology of oleanolic acid and ursolic acid. Journal of Ethnopharmacology, v.
49, p.57-68, 1995.

Jiwajinda, S.; Santisopasri, V.; Murakami, A.; Kim, O. K.; Kim, H. W.; Ohigashi, H.;
Suppressive effects of edible thai plants on superoxide and nitric oxide generation. Asian
Pacific Journal Cancer Prevention, v. 3, n. 3, p. 215-223, 2002.



Referéncias Bibliograficas 177

135.

136.

137.

138.

139.

140.

Aggarwal, B. B.; Takada, Y.; Oommen, O. V. From chemoprevention to chemotherapy:
common targets and common goals. Expert Opinion on Investigational Drugs., v. 13, n. 10,
p. 1327-1338, 2004.

Diaz, A. M.; Abad, M. J.; Fernandez, L.; Recuero, C.; Villaescusa, L.; Silvan, A. M;
Bermejo, P. In vitro anti-inflammatory activity of iridoids and triterpenoid compounds
isolated from Phillyrea latifolia L. Biological & Pharmaceutical Bulletin, v. 23, n.11, p.
1307-1313, 2000.

Resende, F. A.; Acido ursdlico reduz a freqiiéncia de eritrdcitos micronucleados induzidos
por Doxorrubicina. Relatério de pesquisa. Universidade de Franca —SP. 2005. Disponivel
em <http://www.unifran.br/2007/processoSeletivo/indexConteudo.php?cod=70 >. Acessada
em abril de 2007.

Alexandre, M. S.; Analise Fitoquimica e Avaliacdo da Atividade Antiinflamatdria de
Curatella americana L. Disponivel em:
<http://www.biblioteca.ufpb.br/catalogo_96 2000/campusl/prod97.htm>. Acessada em
abril de 2007.

Alves, J. S.; Terpenodides de Salzmania nitida (Rubiaceae) e acdo espasmolitica do acido
ursélico, um triterpendide de carater antifilico. Disponivel em:
<http://www.biblioteca.ufpb.br/catalogo_96 2000/campusl/prod97.htm>. Acessada em
abril de 2007.

Picerno, P.; Autore, G.; Marzocco, S.; Meloni, M.; Sanogo, R.; Aquino, R. P.; Anti-
inflammatory activity of verminoside from Kigelia africana and evaluation of cutaneous
irritation in cell cultures and reconstituted human epidermis. J Journal of Natural Products.,

v. 68, n. 11, p.1610-1614, 2005.



Referéncias Bibliograficas 178

141.

142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.

Silva, R. F. R.; Avaliacdo da atividade antiinflamatéria de fracdes etandlicas e
diclorometano da espécie Leonurus sibiricus. Disponivel em
<http://www2.unimep.br/mostraacademicad/trab/trabpdf/384.pdf> Acessada em abril de
2007.

Martin-Aragon, S.; de las Heras, B.; Sanchez-Reus, M. I.; Benedi, J.; Pharmacological
modification of endogenous antioxidant enzymes by ursolic acid on tetrachloride-induced
liver damage in rats and primary cultures of rat hepatocytes. Experimental and Toxicologic
Pathology, v. 53, p. 199-206, 2001.
Young, H. S.; Chung, H. Y.; Lee, C. K.; Park, K. Y.; Yokozawa, T.; Oura, H.; Ursolic acid
inhibits aflatoxin B-1-induced mutagenicity in a Salmonella assay system. Biological &
Pharmaceutical Bulletin, v. 17, n. 7, p. 990-992, 1994,
Guevara, A. P.; Amor, E.; Russell, G.; Antimutagens from Plumeria acuminata ait Mutation
Research, v. 361, p. 67-72, 1996.
Niikawa, M.; Hayashi, H.; Sato, T.; Nagase, H.; Kito, H. Isolation of substances from glossy
privet (Ligustrum lucidum Ait.) inhibiting the mutagenicity of benzo[a]pyrene in bacteria.
Mutation Research, v. 319, p. 1-9, 1993.
Taniguchi, S.; Imayoshi, Y.; Kobayashi, E.; Takamatsu, Y.; Ito, H.; Hatano, T.; Sakagami,
H.; Tokuda, H.; Nishino, H.; Sugita, D.; Shimura, S.; Yoshida, T.; Production of bioactive
triterpenes by Eriobotrya japonica calli. Phytochemistry, v. 59, p. 315-323, 2002.
Tanaka, J. C. A.; Vidotti, G. J.; Silva, C. C.; A new tormentic acid derivative from Luehea
divaricata Mart. (Tiliaceae). J. Braz. Chem. Soc., v.14, p. 475-478, 2003.

Beirith, A.; Santos, A. R. S.; Calixto, J. B.; Hess, S. C.; Messana, |.; Ferrari, F.; Yunes, R.

A.; Study of the antinociceptive action of the ethanolic extract and the triterpene 24-



Referéncias Bibliograficas 179

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

hydroxytormentic acid isolated from Ocotea suaveolens (Meissn) Hassler. Planta Med., v.
65, p. 50-55, 1999.

Hess, S. C.; Monache, F. D.; Divergioic acid, a triterpene from Vochysia divergens. J. Braz.
Chem. Soc., v. 10, p. 104-106, 1999.

Houghton, P. J.; Lian, L. M.; Triterpenoids from Desfontainia spinosa. Phytochemistry, v.
25, p. 1939-1944, 1986.

Lee, K. H.; Lin, Y. M.; Wu, T. S.; Zhang, D.C.; Yamagishi, T.; Hayashi, T.; Hall, I. H.;
Chang, J. J.; Wu, R. Y.; Yang, T. H.; The cytotoxic principles of Prunella vulgaris,
Psychotria serpens, and Hyptis capitata: ursolic acid and related derivatives. Planta Med.,
v. 54, p. 308-311, 1988.

Yamagishi, T.; Zhang, C.; Chang, J-J.; McPhail, D. R.; McPhai, A. T.; Lee, K-H.; The
cytotoxic principles of Hyptis capitata and the structures of the new triterpenes hyptatic
acid-A and —B. Phytochemistry, v. 27, n. 10, p. 3213-16, 1988.

Rosner, H.; Rubin, L.; Kestenbaum, A.; Gabapentin adjunctive therapy in neuropathic pain
states. Clin. J. Pain. v. 12, p. 56-58. 1996.

Hunter, J. C.; Gogas, K. R.; Hedley, L. R.; Jacobson, L. O.; Kassotakis, L.; Thompson, J.;
Fontana, D. J.; The effect of novel anti-epileptic drugs in rat experimental models of acute
and chronic pain. Eur. J. Pharmacol., v. 324, p. 153- 160, 1997.

Patel, S., Naeem, S., Kesingland, A., Froestl, W., Capogna, M., Urban, L., Fox, A.; The
effects of GABABg agonists and gabapentin on mechanical hyperalgesia in models of
neuropathic and inflammatory pain in the rat. Pain., v. 90, n. 3, p. 217-226, 2001.
Bortalanza, L. B.; Ferreira, J.; Hess, C. S.; Monache, D. F.; Yunes, A. R.; Calixto, J. B.;

Anti-allodynic action of the tormentic acid, a triterpene isolated from plant, against



Referéncias Bibliograficas 180

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

neuropathic and inflammatory persistent pain in mice. Eur. J. Pharm., v. 453, p. 203-208,
2002.

Recio-lglesias, M. C.; Giner, R. M.; Mafiez, S.; Rios, J. L.; Structural requirements for the
anti-inflammatory activity of natural triterpenoids. Planta Med., v. 61, p. 182-185, 1995.
Matsuyama, F.; Indigestible dextrin corosolic acid, maslinic acid, tormentic acid and their
salts as hyperglycemia inhibitors. Jpn. Kakai Tokkyo Kho, p.10, 2006.

Kojima, H.; Sato, N.; Hatano, A.; Ogura, H.; Sterol glucosides from Prunella vulgaris
Phytochemistry, v. 29, p. 2351, 1990.

Silva, D. A,; Silva, T. M. S; Lins, A. C. S;; Costa, D. A.; Cavalcante, J. M. S.; Matias, W.
N.; Souza, M. F. V.; Braz-Filho, R.; Constituintes quimicos e atividade antioxidante de Sida
galheirensis ULBR. (Malvaceae). Quim. Nova, v. 29, n. 6, p. 1250-1254, 2006.

Paula, V. F.; Barbosa, L. C. A.; Demuner, A. J.; Pil6-Veloso, D.; Howarth, O. W.;
Constituintes quimicos da casca de Ochroma lagopus swartz (Bombacaceae). Eclética
Quimica, v. 23, p. 45-57, 1998.

Agrawal, P. K.; NMR Spectroscopy in the structural elucidation of oligosaccharides and
glycosides Phytochemistry, v. 31, p. 3307, 1982.

Silva, D. A.; Estudo quimico e avaliacdo de atividade antifungica e antiproliferativa da
espécie Luehea candicans MART et ZUCC. (Tiliaceae).2004. 137f. Dissertacdo (Mestrado
em Quimica) Programa de Pds-Graduagdo em Quimica, Universidade Estadual de Maringa,

Maringa.



