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RESUMO

Alcaléides Pirrolizidinicos em Plantas Brasileiras de Interesse

Alimentar e Medicinal: Identificacdo e Toxicologia.

Cdaritas de Jesus Silva Mendoncga
Gil Eduardo Serra

Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA), UNICAMP, C.P 6154,
Campinas, 13081-970, SP-Brasil

Palavras-chave: alcalédides, pirrolizidinicos, hepatotoxicidade

Plantas contendo Alcaléides Pirrolizidinicos (APs) sao
amplamente consumidas com propositos medicinais (remédio caseiro)
ou alimenticios (saladas, sucos), em alguns paises tais como India,
Afeganistao, Estados Unidos da América e Unidao Soviética. Algumas
plantas, dentre as quais Senecio, sao vendidas como ervas
medicinais em lojas de produtos naturais. Durante muitos anos o
Confrei (Symphytum ssp) foi usado para fins alimenticios (vegetal,
bebida) e medicinal. Porém, atualmente estas plantas sao conhecidas
por sua carcinogenicidade em animais de laboratério. Existem
evidéncias concretas de que os efeitos causados pela exposicao a
uma unica dose de AP pode progredir para uma doenca cronica do
figado, e para cirrose.

Os APs sao ésteres de 1-metilhidroxilpirrolizidinas, constituidos
por um aminoalcool (base necina) e uma parte acida (acido necico).
Cerca de 200 APs foram identificados em 300 espécies de plantas.
Estes compostos ocorrem principalmente nas familias Boraginaceae
(todos os géneros), Asteraceae (tribos Senecionae e€ Eupatoriae) e
Leguminosae (género Crotalaria).

Neste trabalho foi realizada inicialmente a identificacao
qualitativa por CG-EM, em 28 espécies de Senecio e 87 espécies de
Eupatorium, alocadas no Herbario do Instituto de Biologia desta

Universidade.



As analises das espécies de Senecio apresentaram basicamente
trés tipos de APs: macrociclicos insaturados (Tipo Senecionina
[Al]), alcaléides macrociclicos saturados (Tipo Platifilina [A2]) e
monoésteres saturados (Tipo Triangularina [B])

As espécies de Eupatorium revelaram que a composicao quimica
dos extratos brutos apresentam grande similaridade, e os APs
encontrados com mais abundancia e freqliéncia foram dos Tipos
Licopsamina [C1] e Supinina [C2].

Além dos géneros citados foram realizadas analises em varias
partes das plantas: Ageratum conizoides, Heliotropium indicum, H.
transalpinum e trés espécies de Crotalaria (Crotalaria juncea,
Crotalaria spectabilis e Crotalaria lanceolata).

O extratos bruto do Aeratum conizoides revelou a presenca
majoritaria de APs do Tipo Licopsamina [C1].

Os principais APs encontrados no extrato bruto da planta
Heliotropium indicum foram do Tipo [Cl] como Indicina e Iso-
indicina.

Nas espécies de Crotalaria foram identificados basicamente os
APs Integerrimina, Monocrotalina, Usaramina € um AP de
estrutura desconhecida.

Os estudos toxicologicos em ratos (toxicidade aguda) realizados
com os APs puros (dose Unica) isolados e caracterizados por RMN em
ID (RMN1H, RMN13C, DEPT) e 2D (HETCOR e COSY) mostraram que
0s APs macrociclicos e seus respectivos N-6xidos, de um modo geral,
causaram alteracées hepaticas como hepatocitos megalociticos,
degeneracio hidrépica dos hepatécitos e necrose macicga.

Nos testes de toxicidade crénica realizados com os extratos
brutos, somente o Eupatorium laevigatum e o Senecio brasiliensis
causaram alteracdes hepaticas como hepatocitos megalociticos,

células em degeneracao e necrose com indicios de hepatotoxidade.
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ABSTRACT

Pyrrolizidine Alkaloids (PAs) in Brazilian Plants with Feed and

Medicinal Interest: Identification and Toxicology

Caritas de Jesus Silva Mendonca

Gil Eduardo Serra

Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA), UNICAMP, C.P 6154,
Campinas, 13081-970, SP-Brazil

Keywords: Alkaloids, pyrrolizidine, hepatotoxicity

Plants containing pyrrolizidine alkaloids (PA's) are consumed as
medicinal herbs or as foods (salads, juices).in India, Afganistan,
America, Russia and Brazil.

But nowadays those species are known as carcinogenic for
laboratory animals. There are concrete evidence that the effects of a
single dose of PA can cause chronic liver disease and cirrhosis.

PA's are esters l-methilhydroxylpyrrolizines, composed by an
aminoalcohol (necine base) and an acid (necic acid). More than 200
structures had been isolated from species of Senecio and Eupatorium
(Asteraceae), Crotalaria (Leguminosae) and Heliotropium
(Boraginaceae).

In this work, preliminary qualitative analysis using GC-MS was
performed in 28 Senecio species and 87 of Eupatorium.

Senecio showed three types of PAs satured monoesters
Triangularine Type, insaturated macrocyclies (Semecionine Type)
and satured macrocycle alkaloids (Platifiline Type).

The Eupatorium species showed similar composition and the
most common PA's are Lycopsamine Type and Supinine Type.

Analysis were also made in different parts of plants of other
genus: Ageratum (conyzoides), Heliotropium (indicum, transalpinum)

and Crotalaria (juncea, spectabilis and lanceolata). The methanol



extract of Ageratum conyzoides showed the presence of two diaster
Lycopsamine Type. In Heliotropium indicum Indicine and Iso-
indicine were found.

Crotalare species showed Integerrimine, Monocrotaline,
Usaramine and an unknown PA.

Toxicological studies in rats (acute toxic dose) performed with
pure PA isolated and caracterized by NMR in 1D (NMR1H, NMR13C,
DEPT) and 2D (HETCOR e COSY) showed flat macrociclyc PAs and its
N-oxides, in a general sense, caused alterations in the liver, where
observed megalocitic hepatocites and nechrosis.

Chronic toxicity tests with raw extracts showed that only

Eupatorium laevigatum and Senecio caused liver alterations.



ABREVIACOES

APs: alcaldides pirrolizidinicos

CCD: Cromatografia em Camada Delgada
CG: Cromatografia Gasosa

RMN: Ressonancia Magnética Nuclear

EM: Espectrometria de massas

EM-IE: Espectrometria de massas de Impacto de Elétrons

viii

COSY: Espectro em 2D que correlaciona protons a trés ligacées (Correlation

Spectroscopy)

DEPT: Distortionless Enhancement Polarization Transfer

HETCOR: Espectro em 2D que correlaciona carbonos e protons a um ligacio

(Heteronuclear Correlation)

IRK: indice de Retencdo de van den Dool
m: multipleto

s: singleto

sl: singleto largo

d: dubleto

dl: dubleto largo

dd: duplo dubleto

q: quarteto

sept: septeto

t: tripleto

CDCl3: cloférmio deuterado

D20: dAgua deuterada

DMSO: Dimetil sulfoxido

TMS: trimetilsilil

1D: 1 dimensdéo

2D: 2 dimensdes

5: deslocamento quimico (em ppm)
Hz: Hertz

J: constante de acoplamento (em Hertz)
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1. INTRODUGAO

Desde a mais remota antiguidade, os homens utilizam as plantas
como remédio para os seus males. Todas as civilizagdoes valeram-se
delas para aliviar o sofrimento e, em muitos casos, para curar
doencas. O uso destas plantas, sob varias formas de preparo popular
(cha, abafados, garrafadas ou tinturas), € costume bastante
arraigado em varias camadas da populagcao brasileira e mundial. Tal
habito parte do pressuposto de que as plantas utilizadas possuem
atividades terapéuticas e sdo desprovidas de efeitos toéxicos.
Contudo, nao existem dados cientificos sobre varias plantas
utilizadas em nosso meio que justifiquem o uso terapéutico ou que
confirmem a auséncia de toxicidade.

Além do aspecto medicinal também é de grande importancia a
pecudaria extensiva em vastas regides da América do Sul e da América
Central, com a ocorréncia de enormes prejuizos causados por
doencgas crdonicas provenientes da ingestdao de plantas téxicas, cujo
controle e combate demonstram-se dificeis. Isto acarreta um prejuizo
econdmico além de eventualmente colocar em risco a saude publica,
caso tais animais ou produtos afins sejam utilizados na industria
alimenticia, o que resultaria em uma irreversivel entrada de toxinas
vegetais na cadeia alimentar do ser humano (HABERMEHL, 1991).

No Brasil algumas plantas téxicas tém sido usadas na medicina
popular e como alimento para animais domesticados. Entretanto,
pouca ou nenhuma informagdo se tem acerca dos seus efeitos
toxicolégicos e toxicogenéticos. Muitas dessas plantas podem conter
substancias toxicas e mutagénicas, € o seu uso constante pode
constituir um risco potencial para a saide humana e dos animais.
Como exemplo de uma classe que apresenta uma variedade de

atividades farmacolégicas e que sempre influenciou muito a historia
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econdmica, médica, politica e social da humanidade, pode-se citar a
classe dos alcaldides e dentre estes, os alcaldéides pirrolizidinicos
(APs), que assumem um papel muito importante no cenario das
plantas usadas para fins medicinais e alimentares pela populagido
brasileira.

Embora exista uma vasta literatura sobre a ocorréncia de
alcaléides pirrolizidinicos em material vegetal, a presenca destas
substancias téxicas em espécies utilizadas como ''medicinais'' ou
mesmo como alimento pela populacdo brasileira é praticamente nula.

Assim, os fatos aqui apresentados tém motivado numerosas
pesquisas que visam identificar a presenca de APs em plantas
empregadas na medicina popular ou mesmo como alimento, isola-los
e verificar os seus efeitos em condi¢cées experimentais, com o
propodsito de obter dados para melhor orientar a populagdo no uso

destas plantas e acrescentar informacdes sobre o efeito de APs.
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2. OBJETIVOS

A preocupacao no estudo dos alcaldides pirrolizidinicos,
evidenciada pela bibliografia e estudos conduzidos em diversos
paises, e por outro lado, o uso praticamente indiscriminado, no
Brasil de plantas (contendo substancias toxicas) para o preparo de
infusdes, chas, bebidas e alimentos, chama a atencao para a lacuna
de informacbes sobre plantas de uso tipicamente nacionais. Assim,
este projeto tem como objetivo obter informagoes sobre a ocorréncia
de APs em espécies vegetais brasileiras, por meio de pesquisa

orientada para:

> Estudo da presenca de APs em algumas plantas brasileiras
usadas pela populacao para fins medicinais ou alimentares,
através da técnica de cromatografia gasosa espectrometria de
massas, visando estabelecer um padrdao de ocorréncia dos
mesmos, a partir da distribuicao dos APs identificados nos

géneros e espécies vegetais estudadas.

» Avaliar a toxicidade de extratos aquosos (infusao) preparados
a partir de plantas brasileiras de uso popular e verificar
também a toxicidade aguda de alguns APs puros (monoésteres

versos macrociclicos), quando administrados por via oral.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Algumas toxinas (detritos bacterianos considerados venenosos
para o corpo animal - ROBBERRS et al., 1997) presentes em plantas,
como a nicotina, a piretrina e os rotendides sdao bem conhecidas.
Porém existe uma variedade muito grande de plantas toéxicas, que
permanece sem investigacao até hoje (HARBORNE, 1997). Segundo o
mesmo autor, a toxicidade quimica é sempre relativa, dependendo da
dose tomada em um determinado periodo de tempo, da idade e do
estado de saude do animal, do mecanismo de acao e absorcao e do
modo de excrecdo. Por exemplo, o alcaloide esteroidal Solanina esta
presente em todas as batatas domésticas, mas a quantidade é tao
infinitesimal que raramente torna-se um risco para quem o consome.
Além dos alcaléides existem outras toxinas que ocorrem
frequentemente em plantas. Os taninos (Casuarinina, Stachiurina,
Castalagina e Vescalagina) e as saponinas (5-metoxipodofilotoxina e
acido-medicamentoso) foram isolados das espécies Thiloa
glaucocarpa e Polygala klotzchii, respectivamente (HARBORNE,
1997).

Na medicina popular da América do Sul algumas espécies de
Baccharis sao utilizadas no tratamento de varios sintomas de
doencas. Como exemplo podemos citar a Baccharis trimera, no Brasil
denominada carqueja, utilizada na forma de cha para o tratamento
de dores de estomago; na Argentina a Baccharis crispa € utilizada no
tratamento de feridas e de infeccOes externas. Através de estudos
quimicos e farmacologicos em espécies de Baccharis (HABERMEHL,
1991) foi possivel comprovar a presenca de substancias toxicas que
foram identificadas como trichotecenas macrociclicas (roridinas A e
E, miotoxinas A, B, C e D).

Plantas do género Cestrum (Solanaceae), usadas na medicina
popular para aliviar dores, como tranquilizantes e diurético para
“"catarro da bexiga'', também apresentam substancias toxicas que até

o presente nédo foram identificadas (HABERMEHL, 1991)



Revisdo Bibliografica

3.1 Toxinas Presentes em Plantas

As Toxinas Ndo-Nitrogenadas

Existem muitos compostos téxicos presentes em plantas que
sao terpendides ou até mesmo simples hidrocarbonetos. Por exemplo,
muitos dos extratos de plantas usados em flechas de nativos da
Africa continham glicosideos cardiacos, substancias altamente
toxicas que levam a morte animais e humanos (HARBORNE, 1997).

A toxina néo nitrogenada mais simples presente em plantas é o
acido monofluoroacético (CH2FCO2H), o qual ocorre em plantas
nativas da Africa do Sul, como a Dichapetalum cymosum (Lilaceae). Os
efeitos toéxicos desta substancia se caracterizam por uma parada
respiratoria, sendo que a dose letal para o homem esta na faixa de 2
a 5 mg/kg. Um outro acido organico téxico presente em plantas € o
acido oxalico (CO2H),. Porém este s6 é realmente téxico quando
associado com os ions sédio e potassio, formando sais soluveis.
Apesar da sua estrutura simples a acao deste acido é pouco
entendida. A dose letal para o acido oxalico é elevada; somente
plantas que possuem teores acima de 10% do peso seco sao tidas
como nocivas para mamiferos (KEELER et al., 1978).

Uma selecdo de toxinas nao nitrogenadas esta listada na Tabela
1 (HARBORNE, 1997) e algumas de suas estruturas mostradas na
Figura 1.

Dentre os terpendides, dois grupos merecem destaque por
serem altamente toxicos: os glicosideos cardioténicos (cardenolidos)
€ as saponinas (ROBBERRS et al., 1997). Ha outras estruturas
associadas a estas como por exemplo, as toxinas diterpénicas
presentes nas folhas e flores de Rododendron. Também, as lactonas
sesquiterpénicas presentes na familia Compositae, tém sido téxicas
para insetos (HARBORNE, 1997) e responsaveis por sintomas
alérgicos em animais (MITCHELL & ROOCK, 1979). Algumas lactonas

sesquiterpénicas (himenovina) presentes na espécie Hymenoxys odorata
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sao venenosas para animais de fazenda, enquanto um grande numero
€ citotoxico, tendo ainda atividade anti-tumoral (RODRIGUEZ et al.,
1976). As lactonas sesquiterpénicas freqlientemente tém gosto
amargo, idéntico a outro grupo de toxinas terpendides, as lactonas
monoterpénicas ou iridéides. Os iridéides ocorrem em plantas tanto
na forma livre (neptalactona), quanto na forma de glicosideos

(aucubina), quando a toxina € liberada apos hidroélise enzimatica.

Tabela 1. Toxinas Ndo-Nitrogenadas Presentes em Plantas.

Classe de Compostos Toxina Planta Toxicidade

Iridoides Aucubina Aucuba insetos e passaros

Lactonas sesquiterpénicas |Himenovina Hymenoxys odorata gado e insetos

Glicosideos cardiacos Ouabaina Acokanthera ouabaio ratos DLso =17,2mg/ ke

Saponinas Ac.Medicagénico| Medicago sativa (folhas) |peixes e insetos

Furanocumarinas xantotoxina Pastinaca sativa insetos

Isoflavondides Rotenona Derris insetos e peixes

Quinonas Hipericina Hypericum perforatum |ovelhas, mamiferos
(folhas)

Poliacetilenos Oenantetoxina Oenante crocata (raiz) mamiferos

Fonte: (HARBORNE, 1997)
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Figura 1. Algumas Toxinas Nédo-Nitrogenadas presentes em Plantas.
Fonte: HARBORNE, 1997.

Algumas toxinas nao-nitrogenadas presentes em plantas sao
também notaveis por causarem fotosensibilidade em animais como
por exemplo a quinona hipericina de Hypericum perforatum, composto
fotodinamico o qual é absorvido pelo animal e entra na circulacao.
Quando exposto a luz do sol, o animal torna-se susceptivel a
queimaduras solares e outros danos como necrose da pele. Entre
outros compostos fotodinamicos presentes em plantas estao as
furocumarinas, encontradas na espécie Cymopterus watsonii (KEELER,
1975). Outras moléculas descobertas por causarem toxicidade em
animais através da fotosensibilidade sao os poliacetilenos e os
tiofenos (TOWERS, 1980) e o grupo das aflatoxinas, sendo a maioria

de origem microbiana, produzidas pelo fungo Aspergillus flavus, tendo
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como maior representante desta classe a aflatoxina Bl. Este
composto puro € carcinogénico para animais tendo como 6rgio alvo o
figado; a dose letal em patos é de 20 pg, ocorrendo morte apés 24
horas e a dose letal em caes e ratos é de 0,5 e 0,9 mg/kg,
respectivamente. Segundo SMITH & MOSS (1985) estas toxinas sao
capazes de contaminar plantas e alimentos. Um outro grupo de
substancias toxicas originadas de plantas sao os rotenéides que
ocorrem em raizes de legumes, e as piretrinas presentes nas folhas
de Chysanthemum cinearifolium (Asteraceae) ambos com propriedades
inseticidas.

Todas as toxinas mencionadas até aqui tém efeitos em formas de
vida animal superior; detalhes dos efeitos destas toxinas em animais
de fazenda ou domésticos sao reportados por KEELER et al., (1978) e
KEELER & TU (1983).

As Toxinas Nitrogenadas

Das varias toxinas nitrogenadas presentes em plantas, as de
estrutura mais simples, sao os aminoacidos nao protéicos (Tabela 2,
Figura 2). Estes estao amplamente distribuidos nas plantas e podem
ser diretamente toxicos. Existe cerca de 300 estruturas conhecidas
destes aminoacidos isolados de plantas (BELL, 1980; ROSENTHAL,
1982), os quais sao particularmente caracteristicos de legumes,
encontrados na maioria das vezes nas sementes. Segundo BELL
(1972) a toxicidade destas plantas provém de uma variedade de
estruturas quimicas. Como exemplo, a B-cianoalanina presente em
espécies de Vicia, muito téoxica para mamiferos, chega a causar
convulsoes e morte quando injetada em ratos na concentracao de
200mg/kg. Uma outra classe de toxinas nitrogenadas presente em
plantas, sao os glicosideos cianogénicos. Estes compostos nao sao
toxicos ''per se', somente quando quebrados enzimaticamente
formando assim o acido cianidrico (HCN) e o acido prussico. Entre

estes esta a miserotoxina presentes em legumes do genéro Astragalus,
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conhecida por afetar o gado e causar danos ao sistema nervoso do
(STERMITZ et al., 1972 ).

cianogénicos em plantas € relevante do ponto de vista toxico; a

homem A ocorréncia de glicosideos

sintese destes compostos tém como produto principal o acido

prussico ou por hidrolise deste o acido cianidrico (HCN). Uma das

origens classicas do acido cianidrico esta nas sementes das

améndoas da Pronus amygdalus, a qual contem o glicosideo amigdalina.
Varios casos de intoxicacdo no gado e morte em humanos sao
relatados a cada ano devido ao consumo de plantas contendo estas

substancias (JONES, 1972, 1988).

Tabela 1. 2 - Toxinas Nitrogenadas presentes em Plantas

Classe de Compostos Toxina Planta Toxicidade

Aminoacidos Nao Protéicos | - DOPA Mucuna (sementes) insetos
p-Cianoalanina Vicia [sementes) DL50=200mg/ kg para ratos
Linamarina Lotus corniculatus DLso=50mg/ ke para homem
lotaustralina -

Sinigrina Brassica gado e insetos

Glicosideos cianogénicos

Glucosinolatos

Alcaloides Senccionina

Senecie jacobaea

gado e insetos

Alcaloide Atropina Atropa belladonna mamiferos, ratos DLse=750mg/ kg
Peptideos Amanitina Amanita palloides mamiferos

Viscotoxina Viscum album animais

Abrina Abrus precatorius DLso=0,5mgfkg para o homem
Proieinas Fitohemaglutinina | Phaseclus vulgaris | escaravelho

Fonte: (HARBORNE, 1997)

NCCH,CHNH,CO,H

f-cianoalanina

NH,CO=NH.NHO(CH,),CHNH,CO,H

canavanina

CO,H

NH

Acido 2-carboxilico (azetidina)

HO
1 g W

3,4-diidroxifenilalanina
(L-DOPA )

Figura 2. Alguns Aminodcidos nédo-protéicos téxicos, presentes em plantas.
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Os glicosinolatos presentes em espécies de Brassica (Cruciferae)
podem ser toxicos para animais quando encontrados em quantidades
suficientes nas plantas (HARBORNE, 1997).

A maior classe de toxinas presentes nas diversas familias de
plantas sdao os alcaloides (Figura 1.3), com mais de 10.000
compostos conhecidos e uma variedade de estruturas. Parte das
moléculas dos alcaloides podem ser derivadas da rota sintética de
terpenoides e de carboidratos (HARBORNE, 1997).

Uma definicdo moderna de alcaléides é dada por PELLETIER
(1983), que define alcaléide como sendo um composto organico
ciclico que contem um nitrogénio com estado de oxidacao negativo.
De acordo com esta definicao algumas substancias como aminas (-3),
oxidos de aminas (-1), amidas (-3) e sais de aménia quaternaria (-3)
podem entrar no grupo dos alcaldides (Figura 1.3). Esta definicao
tem a vantagem de incluir a maioria dos compostos (piperina,
colchinina, B-feniletilamina, recinina, gentianina e os derivados da
base purina) que sao excecoes dentro da definicao classica de
alcaloides. Entretanto n&o inclui os acidos aristoloquicos que

apresentam grupos -NO-» (+3).

10
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Figura 3. Estrutura de alguns alcaldides, segundo definigdo de PELLETIER (1983).

3.2 Alcaloides

Os alcaléides pertencem a uma extensa classe de metabolitos
secundarios, que historicamente tém sido definido como substancias

de ocorréncia natural néao vitais para os organismos que O0S
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produzem. Estas substancias sdo de grande interesse devido a sua
pronunciada e variada acao farmacolégica em animais e humanos
(KUTCHAN, 1995). Porém esta visao vem sendo modificada devido a
importante funcdo na defesa de plantas contra organismos
patologicos e herbivoros.

As plantas sempre foram uma fonte abundante de alcaléides
(ROBBERS & TYLER, 1997), e algumas que eram conhecidas por
conterem alcaloides foram muito usadas na idade média para
execugao dos inimigos do império. Dentre estes alcaléides podemos

citar a coniina, a atropina e a estricnina (Figura 4).

CH—(CHy),
20C—C—CH—CH;3
(“) OH OH
H CH Coniina ( Conium maculatum )
(I)e Elipticina ( Ochrosia sp. ) & .
Indicina N-Oxido Apocynaneas
{ Helictropium indicum )

Me.,,

nMe
N
Gle— 0~ Gal -0 _
| Estricnina ( Strychnos nux-vomica ) Loganaceae
ORha
Solanina | Solanum tubermsum ) Solanaceae
OH O
|
Z
CH,OH
= |
NMe OCOCH N o
N, |
OH

Atropina | Atropa belladona ) Solanaceae Telenina ( Beauvaria tenella )

Figura 4. Alguns alcaldides encontrados em plantas.

No reino vegetal, € provavel que a distribuicao dos alcaldides se
restrinja a certas familias e géneros (ROBBERS & TYLER., 1997).

Dentre as Angiospermas as familias que mais se destacam na

12
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producao de alcaloides sao: Apocinaceae, Papaveraceae,
Runuculaceae, Rubiaceae, Solanaceae e Berberidaceae. Contudo,
afirma-se que as monocotiledoneas nao produzem alcaldides.
Estudos indicam que as familias Amarilidaceae e Liliaceae sao duas
das mais promissoras em termos de producdo de alcaldides
(ROBBERS & TYLER., 1997). Alguns alcal6ides costumam restringir-
se a certas familias botanicas (p.e Hiosciamina em Solanaceae,
Colchicina em Lilaceae ). Nas plantas os alcaloides sao encontrados
em varias partes: sementes (fisostigma), caules subterraneos
(sanguinaria), raizes (beladona), rizomas e raizes (ipecacuanha,
hidraste) e casca (cinquina).

Originalmente os alcaloides eram considerados compostos
basicos derivados de plantas. Hoje temos conhecimento da presenca
destas substancias em diversos organismos como ra, formiga
(feromonios), borboletas (defesa), bactérias marinhas, esponjas,
fungos, aranhas, escaravelho (defesa) e mamiferos. Entretanto nao
esta claro se a biossintese destas substancias ocorre em cada
organismo citado (KUTCHAN, 1995).

A Tabela 3 mostra a distribuicdo dos alcaléides em diversos
organismos vivos (animais, insetos e microorganismos) e a Figura 5
mostra algumas estruturas dos alcaloides presentes nestes

organismos.

13
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Tabela 3. Distribuicéo dos alcaléides em organismos vivos.

Alcaldide Organismo Espéciles
samandarina salamandra Salamandra maculosa
samandarona i i

samandaridina " "

batracotoxina ra Phyliobates aurotaenia
homobatracotoxina " "

histrionicotoxina A Dendrobates histrionicus
pumiliotoxina C ki Dendrobates pumilio
bufotenina sapo Bufo vulgaris

O-metilbufotenina

deidrobufotenina

"

(-)-deoxinufaridina

(-)-castoramina

canadian beaver

Castor fiberi.

muscopiridina veado almiscareiro Moschus moschiferus
2,6-dialquilpiperidinas formiga Solenopsis invicta
Odontomachus hastatus
2,5-dimetil-3-isopentilpirazina = Iridomyrmex humilis
(E)-2,5-dimetil-3-isopentilpirazina " "
4-metilpirrol-2-carboxilateo " Atta texana e Atta
cephalotes
guinazolinonas glomerina centopeia Glomeris marginata

homoglomerina

polizonimina

Polyzonium rosalbum

cis,trans, cocinelina N-Oxido
precocinelina ( base livre )

metil 8-hidroxiquinolina-2-carboxilato

scaravelho [Cocecinellidae)
escaravelho (Dytiscidae)

escaravelho(Staphylinidac)

Coccinella septempunctata

Ilybius fenestrtus

pederina " Pauderus fuscipes
pseudopederina e
saxitoxina marisco Saxidomus giganteus
molusco Mytilus californicus

" Mya arenaria
lingbiatoxina A algas Lyngbya majuscula
hielazole ks Hyella caespitosa
6-clerohielazole e o
tetrotoxina peixe Spheroides rubripes

ki 8. vermicularis
annotinina musgo Lycopodium annotinum.
licopodina " L. complanatum
cernuina e L cernuum
chanoclavina fungo Claviceps purpurea
agroclavina " "
ergonovina " "
elimoclavina b Aspergillius fumigatus
gliotoxina L Trichoderma viride

a Peniciilium terlikowskit

" Aspergillus fumigatus
verruculotoxina " Penicillium verruculosum
tabtoxina bactéria Pseudomonas tabaci

pioquianina

Pseudomonas aeruginosa

Fonte : PELLETIER, 1983.

14
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3.3 Acido Farmacoldgica de Alcaldides

Os alcaloides sao conhecidos devido as suas propriedades
toxicas em vertebrados, e as plantas que os contém sido na maioria
das vezes classificadas pelo homem como plantas téxicas. Estes
compostos, também sao conhecidos por exibem efeitos bioloégicos em
animais superiores, especificamente nos seres humanos. Os efeitos
farmacologicos dos alcaléides no sistema nervoso central do homem
tém sido bastante estudados e utilizados na medicina moderna para
uma variedade de propostas (HARTMANN, 1992).

Valores de dose letal ( DLso ) para varios alcaléides (Aconitina,
Brucina, Curanina, Ergocornina, Estricnina, Colchicina, Germerina,
Veratridina e Nicotina) tém sido determinados, em animais de
laboratério especialmente macacos, caes, ratos, coelhos, cobaias e
pombos. A toxicidade dos alcaldéides esta diretamente relacionada
com a via de administraciao; por exemplo, a administracdo via
intravenosa (i.v.), intraperitonial (i.p.) e subcutdnea (s.c.) sio mais
efetivas quando comparadas com a via oral.

Alguns alcaloides (Batracotoxina, Anabasina, Glomerina,
Naitotoxina, Palitoxina, Saxitoxina e Tetradotoxina, Figura 5)
produzidos ou estocados por animais sido venenosos para oOs
vertebrados.

Na maioria das vezes os efeitos téxicos observados em animais
téem um efeito citotéxico, o qual tem sido relatado para
aproximadamente 180 alcaléides (WINK, 1993). Estes dados foram
obtidos pelos ensaios de varios produtos naturais com atividade
anticancer. Um alcaléide que pode matar uma célula cancerigena
pode também destruir células normais. Para a maioria destes
alcaléides o mecanismo de acao e os efeitos toxicos ja foram
elucidados com detalhes. Além disso, o alvo molecular e os processos
que sao importantes para as células tém sido estudados, tais como a
replicacao e transcricao de DNA, RNA e sintese de proteinas e

hormoénios. Devido a presenca do N na estrutura, muitos alcaldides
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interferem com os componentes essenciais do sistema nervoso,
particularmente na acao dos neurotransmissores: acetilcolina,
epineprima, o acido y-aminobutirico (GABA), dopamina, serotonina
(HARTMANN, 1992).

Alguns alcaléides se ligam ao DNA e/ou RNA afetando o
processo de replicacdo ou a transcricao ou causando mutacoes
levando a ma formacdo ou até mesmo ao cancer (WINK, 1993). Como
exemplo destes alcaloides podemos citar a 9-metoxilipticina,
Dictamina, Elipciticina, Melinona F, Quinina, Berberina, Coralina,
Nitidina, Sanguinarina (Figura 6) e alcaloides pirrolizidinicos
(Monocrotalina, Senecionina). Essas toxinas usualmente causam
uma reacao rapida enquanto outras podem levar um tempo maior
para causarem um efeito mutagénico ou mesmo carcinogénico. Por
outro lado dados recentemente obtidos de testes em Salmonella
ilustram o potente efeito mutagénico dos alcaléides (WINK, 1993).

Aproximadamente 25% das substancias usadas na medicina sao
derivadas de plantas; dos 12 farmacos comerciais mais importantes,
derivados de plantas, 10 sao alcaloides, por exemplo os analgésicos
Morfina e Cadeina (Papaver somniferum) e os  agentes
quimioterapicos Vincristina e Vinblastina (Catharanthus roseus).
Além das substancias puras, os chas e extratos de algumas plantas
sio muito utilizados na medicina caseira (KUTCHAN, 1995). Muitos
alcaloides sdo utilizados como modelo para sintese de farmacos
analogos, com efeitos mais especificos por exemplo: Hioscamina,
Escopolamina e Atropina (Atropa belladonna, Datura), que servem de
modelo para agentes parasimpatoliticos; a Fisostigmina (Physostigma
venenosum, fava de calabar), modelo para sintese de agentes
parasimpatomimeticos, a Tubocurarina (Chondrodendron
tomentosum, curare) usada na sintese de drogas com efeito
relaxante; Quinina para sintese da Cloroquinina (Cinchona
officinalis) e a Cocaina (Erytroxylon coca) usada na sintese da
Procaina e da Tetracaina, que sdo anestésicos. Estes compostos

também podem ter acdo estimulante sobre o sistema nervoso central:

18
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Cafeina (Coffea arabica) presente no café e chas e a Nicotina
(Nicotiana tabacum) presente no cigarro.

Dentre os alcaléides que apresentam atividade antimitética
podemos citar a Colchicina, testada como droga anti-cancer, mas
descartada devido a sua alta toxicidade. Um derivado (Colcemide)

desta toxina tem sido empregado no tratamento de certos tumores
(WINK, 1993).
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Outros alcaloides que possuem atividade antimitética sao a
Vinblastina e a Vincristina, os quais tem sido isolados da
Catharanthus roseus (Apocynaceae). Apesar da sua toxicidade estes
alcaléoides sao usados no tratamento de algumas leucemias. Muitos
pesquisadores tém realizado ensaios com varios alcaloides para
verificar a atividade antimicrobiana e antifungica. Geralmente esses
estudos sao direcionados para aplicagoes farmacologicas. Na
literatura cientifica sao descritos cerca de 183 alcaloides com
atividade antibacteriana e um numero substancial de 10.000
alcaléides sao conhecidos por suas propriedades antimicrobianas. Os
alcaloides derivados do Triptofano e da Fenilalanina/Tirosina sao
altamente potentes como antibiéticos e com atividade antifungica;
dentre estes alcaloides podemos citar a Cincofilina, Dictamina,
Fagarina.

Do ponto de vista farmacologico os alcaloides sao pouco
interessantes como antibiéticos devido sua a alta toxicidade para
vertebrados. A avaliacdo da atividade antiviral dos alcaloides ¢€
relativamente dificil; contudo nos ultimos anos foram identificados
45 alcaléides que apresentavam esta propriedade. Outras atividades
farmacoléogicas muito importantes, que podemos citar incluem os
efeitos anti-hipertensivos (alcaloides indoélicos), antiarritmico
(Quinidina, Ajmalina, Esparteina - Figura 6), anti- malaria e agentes
anti-cancer (Catharanthus). O exemplo mais recente de alcaléide com
atividade anti-cancer, extraido de planta é o taxol (Taxus brevifolia),
Figura 6.

Entre os varios grupos de alcaléoides conhecidos por suas
atividades téxicas estao os alcaldides pirrolizidinicos (APs) e os seus

N-6xidos os quais estdo presentes em varias espécies de plantas.
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3.4 Alcaloides Pirrolizidinicos

Nas duas ultimas décadas houve um grande crescimento no
interesse por alcal6ides pirrolizidinicos no mundo inteiro, motivado
pelo aumento do numero de mortes de gado atribuidas a plantas
contendo estes alcaléides (HABERMEHL, 1991).

Os APs sao conhecidos desde o inicio do século devido a
intoxicacdo em gado provocada por espécies vegetais produtoras
desses alcaléides. Os registros de intoxicacdo humana datam da
década de 30, quando milhares de pessoas foram afetadas devido ao
consumo de cereais contaminados com sementes de espécies que
produzem APs (WHO, 1988). Esses alcaléides sao encontrados
freqientemente em alguns géneros da familia Asteraceae (Senecio,
Eupatorium, Ageratum), Boraginaceae (todos os géneros) e
Leguminosae (Crotalaria) e muitas destas espécies sao utilizadas na
medicina popular (ROBINS, 1982, 1991; MATTOCKS, 1986: 1991;
PRAKASH, et al., 1999). Estima-se que os APs possam ainda ser
encontrados em cerca de 600 espécies vegetais, o que corresponde a
cerca de 3% das Angiospermas; cerca de 350 APs isolados sao de
origem natural (HARTMANN & WITTE, 1995). Além disso os APs sao
importantes mediadores quimicos em interacdes entre organismos,
particularmente entre insetos e plantas (BROWN & TRIGO 1995;
HARTMANN & WITTE, 1995).

Em termos estruturais o anel pirrolizidinico € um aminoalcool,
possuindo um sistema 1-azabiciclo-[3,3,0]-octano; APs sao
geralmente constituidos de uma base necina (1-

hidroximetilpirrolizina) ou derivados desta (Figura 7).
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Figura 7. Hidroximetilpirrolizina

Uma variante desta estrutura é a base otonecina, a qual contém
adicionalmente uma funcao carbonila na posicao 8 e um grupo

metila na posicao 4 (Figura 8).

HO OH
A
N
&n,
Platinecina Retronecina Heliotridina Otonecina

Figura 8. Estruturas variantes da base necina.

Comumente os APs ocorrem como ésteres de uma base necina e
um acido nécico. A base necina geralmente difere quanto a
hidroxilacao, estrutura, estereoquimica € quanto ao grau de
insaturacao do anel. A esterificacao com acidos carboxilicos, tambeém
chamados acidos nécicos ou acidos esterificantes (Figura 9), ocorre
geralmente nas hidroxilas dos carbonos C-9 e/ou C-7 da base

formando monoésteres de cadeia aberta, diésteres de cadeia aberta,
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diesteres, ou macrociclicos com insaturacao na base necina nos

carbonos C-1/C-2 (MATTOCKS, 1972; HARTMANN 1988, 1995).

wo [

‘.,

0 OH o 0
Acido (+)-Tranqueldntico Acido (-)-Tranqueldntico Acido (-)-Viridiflérico
Ho,, HO COOH

H C H
HO R H
| f o
o OH COOH KC COOH

Acido (+)-Viridiflérico Acido Angélico Acido Tiglico Acido Curassavico

HOOC COOH

HOOC H

Acido Senecico Acido integerrinecico Acido crispatico

Figura 9. Estruturas de alguns acidos nécicos.

Quimicamente os APs sao estaveis, porém os grupos ésteres na
molécula podem sofrer hidrélise sob condicées alcalinas. Os APs
presentes nos extratos de plantas podem decompor-se durante a
secagem, enquanto outros sao mais estaveis sob condicdées similares
(PEDERSEN & LARSEN, 1970; BULL et al., 1968). Os N-6xidos (Figura
10) de APs insaturados, quando secos, podem decompor-se por
aquecimento mais facilmente do que os APs na forma livre. Quanto a
solubilidade destes, podemos afirmar que alguns tém solubilidade
limitada em agua quando nédo neutralizados com acido: contudo
outros como a Indicina e os N-oxidos sao altamente soluveis. APs
macrociclicos sdo bases fracas que apresentam baixa solubilidade em

dgua (MATTOCKS, 1986).
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Diéster macrociclico N-6xido 1,2-insaturado
Senecionina

Figura 10. APs N-éxidos encontrados em plantas.

3.4 Distribuicdo e Classificagdo de APs em Plantas

Estes compostos sdo encontrados em espécies vegetais de
extensa distribuicao geografica. Os APs e seus N-oxidos sao
encontrados com mais frequéncia em trés familias (Asteraceae,
Leguminosae e Borraginaceae). Entretanto, pesquisas mostram que

estas substancias foram encontrados em outras familias como

mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Distribuicdo de APs em algumas familias.

Familia Nimero de espécies que apresentam APs
Asteraceae 144
Leguminosae 60
Borraginasea T3
Apocynaceae 07
Celastraceae 01
Euphorbiaceae 02
Gramineae 03
Orchidaceae 33
Ranunculaceae 01
Rhizoporaceae 02
Santalaceae 01
Sapotaceae 03
Scrophulariaceae 01

Fonte: VRIELING, 1991
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CULVENOR (1978) define trés classes de APs:

o Esteres macrociclicos alifaticos, caracteristicos de
Boraginaceae;

0 Diésteres macrociclicos, presentes em Asteraceae (tribo
Senecionae) e Leguminosae (género Crotalaria)

Q Aril ésteres e alquil acidos, tipicos das Orquidaceae.

HARTMANN & WITTE (1995) sugeriram uma classificacdo de APs
de acordo com a suas rotas biossintéticas seguindo a classificacao
anteriormente proposta por CULVENOR (1978), onde os principais
tipos sao:

A - Tipo Senecionina - Principalmente diésteres macrociclicos
de 12 membros derivados da Senecionina [Al], (Figura 11) podendo
apresentar insaturacao ou néo na posicao 1,2 (p.e: a Platifilina [A2]).
Além disso, podem apresentar a base necina do Tipo Otonecina (p.e:
a Senquirquina [A3]).

B - Tipo Triangularina - Mono ou diésteres abertos, com acidos
em €9, principalmente com os acidos angeléico, tigloico ou
senecioico, e seus derivados como 9-O-senecionilplatinecina [B1]
1,2-saturada ou a 9-O-senecionilretronecina [B3] 1,2-insaturada.
Este tipo de alcaléide pode se apresentar, quando monoéster, com a
esterificacdo em C7, como 7-O- senecionilplatinecina [B2] ou a 7-0-
senecionilretronecina [B4|.

C - Tipo Licopsamina: Mono ou diésteres abertos contendo
como acido mnécico o acido 2-isopropilbutirico hidroxilado (p-e.
Licopsamina [C1]). Estes alcaléides podem ser esterificados somente
no C7 (Iso-licopsamina [C6]); Supinina [C2] sem hidroxilacio na
posicao C7, também estao incluidos nesta classe de alcalédide.

D - Tipo Monocrotalina: diésteres macrociclicos de 11
membros, com padrédo de substituicdo variavel na parte acida.

E - Tipo Faleanopsina: monoésteres de isémeros de

isoretronecanol (uma base necina saturada sem hidroxilacdo na
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posicao C7) com acidos arilicos, aralilicos ou raramente alquilicos

(Faleanopsina T).

as N

N %

A3. Senquirquina

o

B. Tipo triangularina
B4. 7-0-Senecionilretronecina

B. Tipo Triangularina
B2. 7-0-Senecionilplatinecina

7
c—“J oH OH
Ly & o
0- ys<3-/
P L s
R : ﬁ\o _OH
5 1 (1] RQ H -
7B 8 OH :
R /\

72
NN/
5 3
C. Tipo Licopsamina
Cl. Licopsamina R, = H; R; = OH
C2. Supinina R, =R, =O0H

Figura 11. Alcaléides Pirrolizidinicos: Classificacdo adaptada de Hartmann & Witte
(1995)

A biossintese de APs macrociclicos pode ser dividida na sintese
da base necina e do acido nécico (Figura 12). Estudos realizados por
HARTMANN et al. (1988) levaram os autores a propor uma rota de
biossintese: Ornitina ---> Arginina ---> Agmatina ---> Putrescina --->
Homospermidina --->base necina. Esta biossintese tem sido estudada
em culturas de raizes do género Senecio, onde o acido nécico deriva
de uma ramificacido da cadeia dos aminoacidos leucina e isoleucina
(HARTMANN, 1992). No Senecio vulgaris os N-oxidos sao produtos
primarios da biossintese. Nestas espécies a biossintese de APs ¢
restrita a raiz (ROBINS, 1989a; HARTMANN & WITTE, 1995).
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nu
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o NH; C0OO0- CH3
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Acido Necico
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OH OH N
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\ Diéster Macrociclico
—_—
Homospermidina Base Necina

Figura 12. Origem biossintética de APs (HARTMANN, 1988).

A maioria dos APs é toxico para animais domésticos e seres
humanos (ROITMAN, 1983). As ervas responsaveis por intoxicacgoes
tém sido espécies dos géneros Heliotropium, Thichodesma, Senecio e
Crotalaria, disseminadas em varias areas do mundo (Australia:
CULVENOR, 1985; Estados Unidos: JOHNSON et al., 1985; Ameérica
do Sul: HABERMEHL, 1988). Doses diarias entre 0,5 a 3,3 mg/kg sao
suficientes para produzir a¢des toxicas graves.

Os efeitos nocivos causados por APs, que incluem carcinogénese
e mutagénese, estao relacionados com a hepatotoxicidade,
pneumotoxicidade e nucleotoxicidade. Entretanto os APs nao sao
téxicos per se, mas biotransformados, primeiramente pela enzima
oxidase de funcdao mista que se encontra nos microssomos do figado.

As enzimas do citocromo P-450, sao reconhecidas por um papel
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importante na formacao do pirrol, que € um metaboélito alquilante
altamente reativo.

Os derivados pirrélicos (Figura 13) sdo fortemente eletrofilicos, e
reagem rapidamente com compostos nucleofilicos das células. Como
resultado sdao formadas ligacdoes covalentes com proteinas, DNA e
RNA causando consequentemente alteracdes fisiologicas e morte
celular. Devido a sua reatividade os derivados pirrélicos ligam-se
rapidamente a macromoléculas no local de sua formacao,
justificando a atividade predominantemente hepatotoxica (RIZK &
KAMEL, 1991; WESTENDORF, 1992).

Os APs apo6s serem absorvidos pelo intestino chegam ao figado
via espaco porta onde sdo metabolizados por trés vias distintas
(Figura 13): 1- Podem sofrer hidrélise em diversos tecidos, dando
origem a base necina (aminoalcool), desprovida de acgao toxica; 2- A
N-oxidacdo hepatica dando origem a derivados N-oxidos, muito
soluveis e, por isso, excretados rapidamente por via renal; 3-
desidrogenacdo hepatica do niucleo pirrolizidinico, produzida pelas
oxidases de funcido mista, dando origem aos desidroalcaloides
conhecidos também como derivados pirrdlicos (WHO, 1988;
WESTENDORF, 1992).
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A acao toxica dos APs afeta principalmente o figado, sendo
clinicamente diferenciada em trés estagios: doenga veno-oclusiva
(VDO) aguda, subaguda e croénica (WHO, 1988).

Apesar dos riscos comprovados por varias pesquisas, muitas
plantas produtoras de APs sao utilizadas como "medicamentos” na
medicina popular. Segundo, RIZK & KAMEL (1991) esse uso pode ser
explicado pelas atividades farmacologicas dos APs: entre as quais: a-
relaxamento da musculatura lisa e do trato gastrointestinal; b-
diminuicao da forca e frequéncia cardiaca e queda da pressao
arterial; e- acdo cicatrizante e no tratamento de diversos males como
asma, bronquite, efizema pulmonar, fraturas, hemorragias, gota e
até mesmo cancer. Alguns APs N-oxidos tém sido clinicamente
testados por apresentarem atividade anti-cancer (MATTOCKS, 1986),
como € o caso da Indicina N-6xido (Figura 3).

Os APs sao encontrados em plantas na forma livre e na forma de
seus N-6xidos, os quais também sao toxicos quando ingeridos
oralmente. Todavia, estas substancias s6 adquirem propriedades
toxicas quando sdo transformadas em uma molécula de pirrol (WHO,
1988). De acordo com MCLEAN (1974) e PRAKASH, et al. (1999), para
que esta transformacao ocorra, a estrutura precisa apresentar trés

condicoes essenciais (Figura 14):

1 - uma dupla ligacao nas posicoes 1-2 do anel;

[ v}
'

esterificacao dos grupos hidréxilas nas posicdes dos
carbonos C-9 e C-7, do anel;

3 - um ou, de preferéncia dois grupos esterificados e

4 - a presenca de uma ramificagao na cadeia (do lado do acido)
carbénica em ao menos um dos lados ésteres da cadeia

lateral.
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Base livre ou N-6xido

Figura 14. Caracteristicas essenciais para
biotransformacédo de APs.

3.6 Ocorréncia de APs em Alimentos

A contaminacdo de individuos por APs toxicos se da por duas
fontes: a) consumo de ervas ''medicinais" in natura e pela forma de
infusbes contendo APs; b) contaminacao de graos, como o ftrigo,
misturados a outras partes da planta que contem APs.

No caso a, substancias que compoéem um "preparo popular”
podem apresentar acoes sinergéticas, e quando ingeridas
isoladamente nao produzem efeitos. Esta seria a grande vantagem
dos chas. Contudo, essas acdes sinergéticas podem produzir, ao
longo do tempo, efeitos nao conhecidos, que assumem natureza
toxica. Por exemplo, o confrei (Symphytum officinale, Boraginaceae) €
usado popularmente para numerosas enfermidades, parecendo
realmente ter algum efeito terapéutico; mas quando utilizado com
muita freqiiéncia apresenta efeitos téoxicos para o organismo animal,
como por exemplo cancer de figado em animais de experimentacao
(ALMEIDA, 1993). Os efeitos toxicos do confrei se devem a presenca
de alcaléides pirrolizidinicos em preparados brutos, ficando assim
sua acdo toxica parcialmente mascarada, so6 detectada quando

utilizado por um longo tempo, como 0COrre no Japao, na Europa, na
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América do Norte e na Australia, onde as pessoas consomem cOmo
salada (PRAKASH, et al. 1999).

As principais ervas daninhas responsaveis por epidemias tém
sido espécies do género Senecio (Asteraceae), Crotalaria
(Leguminosae) e Heliotropium (Boraginaceae) (ROBINS, 1982, 1991;
MATTOCKS, 1986; RIZK & KAMEL, 1991).

Amplos surtos de envenenamento téem ocorrido atraves da
contaminacao de colheitas de trigo na india, Afeganistdo e Russia
(TEREKHOV, 1939; DUBROVINSKII, 1946; TANDON et al., 1978). O
uso de medicamentos preparados a partir de ervas é comum naqueles
paises e existe conhecimento insuficiente deste perigo, das condig¢oes
e do quadro de diagnostico deste tipo de intoxicagao.

Na Jamaica 70% da populacao ingere infusoes feitas com
misturas de folhas de espécies silvestres do género Senecio. Doencas
veno-oclusivas foram primeiramente reconhecidas como uma
manifestacdo clinica, resultantes do uso Crotalaria spp como erva
medicinal. Algumas espécies de Crotalaria (Crotalaria pallida,
Crotalaria grahamiana), contendo APs foram responsaveis pela
toxicidade diagnosticada em cavalos e gado, na Ilha de Pascoa (ARZT
& MOUNT, 1999). Ervas contendo APs tém sido responsaveis por
intoxicacoes humanas, em Barbados, Equador e no Oeste da India.
Sio também relatados casos de intoxicacao ocorridos na India e em
Hong Kong, devido a infusoes preparadas a partir de Heliotropium.

Os APs tém sido encontrados no mel secretado por abelhas e no
leite de vacas, quando ambos se utilizam de plantas contendo estes
alcaléides (MATTOCKS, 1986; CULVENOR et al, 1981; CULVENOR,
1983; HUXTABLE, 1980). nos quais as ervas usadas nao foram
botanicamente identificadas (KUMANA et al., 1985; CULVENOR et
al., 1986).

Os APs tém sido também encontrados no mel secretado por
abelhas e no leite de vacas que se utilizam de plantas contendo estes
alcaléides (MATTOCKS, 1986; CULVENOR, 1981, 1983, 1985;
HUXTABLE, 1980). APs foram encontrados no leite de vacas e cabras
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que consumiram ervas contendo APs (GEORGER et al., 1982).
Experimentos realizados em animais de laboratério tém mostrado
que alguns desses alcaloides séo carcinogénicos, mutagénicos e
teratogénicos (DEINZER et al., 1977). As populacées em alguns
paises estdo expostas a baixos niveis de APs presentes em alimentos,
como o mel (CULVENOR et al., 1981, CULVENOR, 1983, 1985) e
confrei (Symphytum officinale) usado como erva medicinal e para o
preparo de saladas e chas (CULVENOR et al., 1980a). Sao conhecidos
casos de intoxicacdo de lactantes através de leite materno
contaminado por APs (DICKINSON et al., 1976).

Em animais de laboratério, mesmo em doses que nao chegaram a
produzir efeitos téoxicos na mae, os APs foram excretados pelo leite,
produzindo hepatotoxicidade nos filhotes (WESTENDORF, 1992).

Estudos em laboratério tém mostrado a presenca de APs no leite
de vaca e de cabra. Muitos destes APs foram excretados na fracao
soluvel do leite de vaca desnatado, mostrando, que estes podem ser
metabolitos soluveis em agua (PRAKASH, et al., 1999).

Em geral, o uso de medicamentos preparados a partir de ervas
nao € questionado na histéria clinica e os pacientes nao dao
voluntariamente este tipo de informacédo. Mesmo quando ha métodos
disponiveis para sua deteccdo em tecidos e fluidos biolégicos, os APs
nao sao pesquisados, e os sintomas podem levar dias ou meses para
se manifestar. Portanto, muitos dos casos, até mesmo epidémicos,

podem ficar sem registro (LANCET, 1984).

35



Revisao Bibliografica

3.7 Toxicidade de APs

A maioria dos APs quando administrados em largas doses podem
causar morte rapida entre poucas horas ou minutos. Este tipo de
toxicidade refere-se a um efeito superagudo ou hiperagudo e esta
associado com as acdes farmacolégicas dos APs, sendo que a morte
pode ser precedida por convulsbes ou coma. A toxicidade superaguda
¢ mais freqliientemente observada quando os APs sao absorvidos
rapidamente, como ap6s injecao pela via i.p. Os APs mais lipofilicos,
metabélitos pirrélicos e ésteres semisintéticos, sao especialmente
responsaveis por causar morte superaguda.

Os diferentes APs e compostos relacionados possuem uma
variedade de acoes farmacologicas, as quais podem explicar sua

toxicidade superaguda.

Hepatotoxicidade de APs Tercidrios

Os alcaléides pirrolizidinicos constituem um  grupo de
fitotoxinas com varios efeitos toxicos para os tecidos dos mamiferos,
causando danos principalmente ao figado (BULL et al., 1968;
MCLEAN, 1970).

APs com diferentes graus de insaturacao podem produzir efeitos
hepatotoxicos similares, mas o grau de toxicidade pode sofrer grande
variaciao (MATTOCKS, 1986). O efeito agudo € visto como uma
necrose extensiva, enquanto o efeito créonico em ratos se manifesta
caracteristicamente pela presenca de um grande aumento de células
do parénquima (MATTOCKS, 1986).

Estas substancias também sao conhecidas por causarem morte
de gado e doencas crénicas no homem devido as suas propriedades
hepatotoxicas € carcinogénicas. Os APs ocorrem em plantas de varias
regioes do mundo e afetam o homem de muitas maneiras. Segundo

CULVENOR (1985), poucos Paises podem ignorar os riscos destas

36



Revisdo Bibliografica

substancias para animais e humanos. A carcinogenicidade de
Senecio jacobaea foi descoberta ha cerca de 30 anos (HIRONO, 1986).

Muitas das mortes sdo associadas com necrose hemorragica do
figado e ocorrem freqiientemente poucos dias apés o animal ter
recebido uma dose simples do alcaléide. Segundo MATTOCKS (1986)
APs com a base necina saturada (platifilina, rosmarinina e
cinaustralina), ndo tém mostrado efeito hepatotoxico.

As acoOes toxicas e patolégicas de APs no figado tém sido
previamente discutidas por BULL et al. (1968), MCLEAN (1970);
MOLINNEUX (1988).

Hepatotoxicidade Aguda

A principal acao téxica de muitos APs em animais ocorre nas
células do figado. Todos os alcalédides hepatotoxicos sdao ésteres de
bases necinas insaturadas tais como a Retronecina, Heliotridina,
Crotanecina, Otonecina e Supinidina.

Os APs insaturados podem produzir efeitos hepatotéxicos
similares, mas o grau de toxicidade pode variar amplamente. A
toxicidade aguda esta associada com graves necroses hemorragicas
do figado, (ocorrendo mais freqientemente dentro de poucos dias
apos o animal ter recebido uma dose simples do alcaléide),
megalocitose crénica do parénquima e doenca veno-oclusiva. Outras
alteracées em células parenquimais podem ocorrer como:
invaginac¢bées citoplasmaticas, inclusées globulares no citoplasma,
lesées do estroma e frequentemente se observa fibrose portal
(MCLEAN, 1970; HOOPER, 1978; MOUSTAPHA et al., 1994).

A hepatotoxicidade aguda de alguns alcaléides, como a
Supinina, nao pode ser determinada devido a morte ocorrer em doses
baixas, contudo, a hepatotoxicidade subletal é demonstrada em
animais que sobrevivem apés doses simples ou repetidas de
Supinina (CULVENOR et al., 1980; HIRONO 1986). Segundo
MATTOCKS (1986), APs administrados pelas vias i.v e i.p reagem no
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figado mais rapidamente do que pela via oral. Os fatores que afetam
a hepatotoxicidade tém sido estudados extensivamente por este

mesmo autor.

Hepatotoxicidade Cronica

O aparecimento dos efeitos hepatoxicos cronicos de APs tém sido
descritos SCHOENTAL & MAGEE (1957, 1959), e BULL & DICK (1959)
e na revisao elaborada por BULL et al., (1968) e MCLEAN (1970). As
leses cronicas no figado sdo idénticas aquelas descritas para
hepatotoxicidade aguda. Os animais que recebem uma dose simples
de AP podem diminuir o apetite e perder peso por um tempo; isto
pode ocorrer no segundo dia apos a administracao.
Progressivamente, o figado torna-se pequeno, de textura consistente
e superficie granular. Um quadro mais grave pode ser o
aparecimento de ascite, o figado pode apresentar-se deformado com
alguns lébulos mais afetados do que outros (MATTOCKS, 1986).

Microscopicamente, apos dez dias de teste, ha o aparecimento de
fibrose necrotica. O principal aspecto que chama atencao na
hepatotoxicidade de APs € o aumento do volume progressivo do
citoplasma e do nucleo; de 4 a 8 semanas ja se observa em
abundancia um quadro de megalocitose, que tende a ocupar areas
periportais. O desenvolvimento destes hepatocitos “gigantes”
demonstra a manifestacao da acao antimitéotica dos APs. A
persistente acao antimitética no figado, que permite a formacao de
células dos hepatocitos “gigantes”, pode ser devido aos metabolitos
ésteres, como a desidromonocrotalina (HSU et al., 1973) e dos

alcoois pirrolicos, como a desidroheliotridina (MOLINNEUX, 1988).
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Hepatotoxicidade de APs N-éxidos

Alguns relatos de literatura tém discutido a respeito da provavel
falta de toxicidade dos APs N-é6xidos quando comparados com APs
terciarios. Este assunto é de interesse pratico porque os APs
frequentemente estao presentes na planta na sua forma oxidada e
estas plantas podem ser ingeridas pelo gado. Os N-6xidos da
Lasiocarpina, Monocrotalina e Fulvina sio descritos  por
apresentarem a mesma toxicidade, que os APs terciarios, em ratos
(SCHOENTAL & MAGEE, 1959; BARNES et al., 1964). Contudo outros
autores relatam que APs N-6xidos administrados pelas vias ip e iv
tém apresentado baixa toxicidade em relacao aos APs terciarios
(MATTOCKS, 1971a). Este impasse foi esclarecido uma vez que os
APs exercem acao téxica somente apos serem transformados em
metabolitos pirrélicos pelas enzimas microssomais. Os APs também
sao convertidos para N-6xidos por estas enzimas, mas por via
metabolica distinta (MATTOCKS & WHITE, 1971; JAGO et al. 1970;
CHESNEY & ALLEN, 1973a). Os microssomas hepaticos nao
convertem APs N-6xidos em metabélitos pirrolicos (MATTOCKS &
WITTE, 1971a; JAGO, 1970); sendo assim os N-6xidos sio tidos como
produtos de destoxicacio (MATTOCKS, 1972b). Segundo MATTOCKS
(1971), POWIS et al. (1979) e BRAUCHLI et al. (1982), em alguns
animais os APs N-6xidos podem ser reduzidos para alcaléides basicos
no intestino.

De um modo geral, os APs N-6xidos absorvidos via intestinal,
provavelmente tém hepatotoxicidade similar aos alcaléides basicos;
quando absorvidos por outras rotas sdo considerados menos toxicos
(WHO, 1988).

Toxicidade de APs em Pulmio, Rim e outros orgaos

Depois do figado os pulmédes sdo os 6rgaos mais atingidos pela

acao toxica dos APs. Nao sao todos os APs que atacam o figado.
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Dentre os APs que comumente atacam o figado estao os diésteres
macrociclicos de 11 membros como a Fulvina (BARNES et al., 1964) e
a Monocrotalina. Este ultimo, isolado recentemente de sementes de
Crotalaria spectabilis, tem sido extensivamente usado em testes
experimentais com animais para avaliar o grau de toxicidade nos
pulmdes (KAY & HEATH, 1969; LAFRANCONI & HUXTABLE, 1981).
Todas as mudancas patologicas causadas pelas sementes de
Crotalaria spectabilis sdao também produzidas pela Monocrotalina
(LAFRANCONI & HUXTABLE, 1981). A administracao do extrato de
Crotalaria conduz ao aumento na espessura da artéria pulmonar.
Ocasionalmente ocorre o desenvolvimento de artérias, seguido da
destruicao da lamina elastica externa das mesmas. Portanto, o
aumento no peso do ventriculo direito € um bom indice do dano
progressivo causado pela hipertensdo pulmonar (LAFRANCONI &
HUXTABLE, 1981). Além da Monocrotalina, muitos outros APs sao
capazes de produzir danos cronicos nos pulmées de animais. Por
exemplo, a Fulvina administrada em ratos fémeas resulta em
hipertensao pulmonar, levando a deficiéncia e hipertrofia do coracao
(KAI et al., 1971). Toxicidade pulmonar causada pela Senecifilina
também foi descrita por OHTSUBU et al., 1977). CULVENOR et al.,
(1976) testaram varios alcaléides para comprovar os danos cronicos
provocados nos pulmdes de ratos jovens. Esses autores descobriram
que as lesdées pulmonares sao produzidas somente por alguns
alcaloides, por uma ou por varias doses de alcaloides.

As lesdes pulmonares causadas por APs tém sido extensivamente
investigadas, ndo s6 em ratos, mas em outros animais, como O
cachorro, quando foi administrado 60 mg/kg de Monocrotalina e
observadas mudancas estruturais nas células do endotelio € o
aparecimento de edemas no intestino. Lesdes similares foram
observadas no pulmao de ratos tratados com esta mesma dose
(PRAKASH, et al., 1999).

Muitos dos efeitos pneumotoxicos causados por APs tém sido

descritos por MCLEAN, 1972).
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A totoxicidade de APs em outros orgaos (rim, coracao, pancreas,
cérebro e duodeno) foi estudada por MATTOCKS (1986). Na maioria
das vezes, os danos crénicos no coracao ocorrem como um resultado
secundario dos danos nos pulmées. Experimentos realizados com
ratos alimentados com uma dieta a base de sementes de Crotalaria
mostraram dilatacdo e hipertrofia dos ventriculos. Uma simples
administracao subcutanea de Monocrotalina pode causar hipertrofia
do ventriculo direito (ABDEL, 1991).

Na literatura cientifica ha poucos relatos de danos causados nos
rins de animais como consequéncia da ingestao de APs. RATNOFF &
MIRICK (1949) detectaram necrose dos tubulos renais de ratos apos
a administracdao de Monocrotalina. PERSAUD et al. (1970) relataram
os danos ocorridos nos tubulos renais em ratos alimentados com o
AP  Fulvina. Em porcos alimentados com sementes de Crotalaria
retusa, as lesdes fatais primeiramente ocorreram devido a alteracées
no rim e em segundo plano, manifestaram lesdes hepaticas, o laudo
incluia megalocitose nos tubulos renais, atrofia dos glémerulos e
necrose dos tubulos (HOOPER & SCANLAN, 1977).

MCGRATH et al. (1975) detectaram a presenca de lesdes renais
em porcos, alimentados durante 43 dias com sementes de Crotalaria
spectabilis.

ROTH et al. (1981) encontraram pequenas alteracées funcionais
nos rins de ratas, apés a administracdo crénica de Monocrotalina.

Toxicidade nas células do pancreas de ratos alimentados com
Fulvina e degeneracido do cérebro de ovelhas foram reportados por
MATTOCKS (1986). Lesées no estomago e intestino também tém sido
reportadas (HOOPER 1978). Degeneracbées vasculares das artérias
do mesentério, pancreas e coracdo, foram observadas por
SCHOENTAL et al. (1959); ALLEN et al. (1970) & HOOPER (1978),

respectivamente.
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3.8 Métodos Espectrométricos para Identificacao de APs

Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas de APs

A caracterizacao de APs usando coluna empacotada foi descrita
pela primeira vez por CHALMERS et al. (1965), seguido por
WIEDENFELD et al. (1981). A grande desvantagem no uso desta
técnica reside no fato da substancia sofrer decomposicao térmica no
interior da coluna. Portanto, para analise de APs via CG se faz
necessaria a derivatizacao dos grupos OH atraves da reacao com
trimetilsilil-TMS ou com acetilacdo (DEINZER et al., 1978), ou ainda
derivados de metil ou butilboronatos quando os APs apresentam
grupos diois vicinais como a Indicina e a Licopsamina (EDGAR,
1982).

CULVENOR et al. (1980) e FRANH et al. (1980) utilizando a
técnica de CG analisaram e separaram uma mistura de APs
presentes no confrei (Symphytum sp), via derivados metilboronatos.
Estas misturas normalmente sdo muito dificeis de separar.

APs extraidos de mel foram identificados e separados por
DEINZER et al. (1977), ROTHSCHILD et al. (1979) e CULVENOR et al.
(1981) utilizando CG via derivados butilboronatos.

A técnica de CG capilar via derivatizacao com TMS, foi utilizada
por EDGAR (1984) para identificar e separar uma mistura complexa
de APs diésteres macrociclicos de 12 membros (Figura 15), presentes
em Symphytum spp (Senecionina, Senecifilina, Integerrimina,
Platifilina, Spartiodina, Neoplatifilina, Monocrotalina, Retrorsina,
Senkirkina, Anacrotina, Higrofilina e Ridelinina).

A utilizacao de colunas capilares de silica fundida otimizou a
analise de APs, tornando muitas vezes a derivatizacdo dispensavel.
LUTHY et al.,1981(em STELLJES et al., 1991), usando coluna capilar
identificaram e separam uma mistura de APs (Senecionina,
Senecifilina, Integerrimina, Jacobina, Jacozina e Jaconina, Figura

15) presentes no extrato de Senecio alpinus.
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A quantificacdo de APs por CG capilar acoplado a um detector de
ionizacdo de chama (FID), utilizando padroes internos, foi realizada

por varios autores conforme relatam VLIETINCK & PIETERS, 1991).
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Figura 15. Alcaléides pirrolizidinicos encontrados em plantas e separados por coluna
capilar
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Espectrometria de Massas-Impacto de Elétrons

A técnica de espectrometria de massas de impacto de elétrons
tem um papel importante na identificacao e elucidacao estrutural
dos APs. Varias revisdes sobre o uso desta técnica foram realizadas
por NEUNER-JEHLE et al., (1965); BULL et al.(1968); CROUT (1969);
PEDERSEN & LARSEN (1970); RASHKES et al. (1978); MATTOCKS
(1986) ¢ BREDENKAMP (1991).

A espectrometria de massas de impacto de elétrons fornece as
seguintes informacoes para elucidacao estrutural de APs:

- posicao da esterificacao nos carbonos C-7 ou C-9

- se os alcaldides sdo saturados ou nao na base necina

. se o alcaléide pertence a classe dos monoésteres, diésteres ou

macrociclicos.

A identificacao dos APs Senecionina, Senecivernina,
Integerrimina e Retrorsina presentes em Senecio inaequidens foi
realizada através de cromatografia gasosa capilar-espectrometria de
massas (BICCHI et al., 1985).

A cromatografia capilar (CG-EM) foi usada por ALLEN et
al.(1987) para caracterizar APs presentes em Senecio logilobus
(Senecionina, Integerrimina, Senecifilina e Retrorsina) e Senecio
glabellus (Senecionina € Integerrimina).

MARK et al. (1991) utilizando CG-EM identificaram os APs
presentes em quatro espécies de Senecio: S. serra, S. hydrophyllus,
S. mikanioides, S. dimorphophyllus. A analise por CG-EM mostrou a
presenca dos estereoisomeros Senecionina € Integerrimina,
majoritarios na espécie S. dimorphophyllus, e uma mistura complexa
de monoésteres e diésteres nas espécies S. hydrophyllus e
S.mikanioides

WITTE et al. (1993) utilizando a cromatografia gasosa-
espectrometria de massas (CG-EM) colunas (ov-1, DB-1, DB-5, DB-
17, OV-1701), realizaram analises comparativas de APs presentes em

varias plantas e insetos. O resultado mostrou que as colunas
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recheadas com polidimetilsiloxano fase apolar (OV-1, DB-1) foram
eficientes para separacao de misturas complexas de APs. Com
relacdo as colunas DB-5, DB-17, OV-1701 de polaridades diferentes,
a separacao dependia do tipo de APs.

Um estudo dos APs contidos em Packera candidissima (Senecio
candidissimus) planta medicinal muito usada no México no
tratamento de ulceras, doencas do rim e com propriedades
antisépticas, foi conduzido por MOUSTAPHA et al. (1994). A analise
por CG-EM mostrou a presenca dos APs Senecionina, Integerrimina,
Retrorsina e Usaramina (Figura 15) nas suas partes aéreas. Na raiz
foi identificado o AP senkirkina como composto majoritario.

WINDENFELD et al. (1995) estudando a planta medicinal
Eupatorium portoricense, especificamente suas inflorescéncias e
folhas, identificaram atraveés de CG-EM os APs Amabilina,
Equinatina e Q12 - acetilequinatina.

A identificacdao e separacao de varios APs, como a 7-
senecioilretronecina, 9-senecioilretronecina, Licopsamina, 7-acetil-
licopsamina, 7-senecioilretronecina, 7-(2-metilbutiril)retronecina, 7-
[2-meti1butiri1)-9-[2,3-dihidroxibutiril)retronccina, 7-(2-metilbutiril)-
9-echimidinil retronecina, presentes em pequenas quantidades em
Echium humile (Boraginaceae) foi realizada por cromatografia gasosa
espectrometria de massas (SHAZLY et al., 1996a).

O estudo de cinco espécies do género Senecio (S. brasiliensis,
S. cisplatinus, S. heterotrichus, S. leptolobus e S. selloi) realizado por
CG-EM levou a identificacdo de varios APs derivados das bases

Retronecina e Otonecina (KREBS et al., 1996).
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Espectrométria de massas de impacto de elétrons - Padroes de

Fragmentacdes de APs

APs Monoésteres 1,2-insaturados

Os APs deste grupo (p.e Equinatina) podem ser identificados no
espectro de massas (Figura 16) através dos ions m/z 137, 138 (pico
base) e 139. Outro ion abundante e caracteristico deste tipo de AP &
om/z 93, m/z 94 de abundancia média e o m/z 95 de abundancia

insignificante. O ion molecular m/z 299 é pouco abundante (1%).
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50 100 ch{Q 200 250 300

Figura 16. Espectro de massas de Impacto de elétrons (IE) DO AP
Equinatina (PDERSEN & LARSEN, 1970).

Os APs esterificados no carbono C-7 (Iso-APs), tém como padrao
de fragmentacdo os ions m/z 137, 106, 154, 111, 94 ¢ 80 (pico base).
O mecanismo de fragmentacdo destes APs foi proposto por

PEDERSEN & LARSEN em 1970.
APs Monoésteres 1,2-saturados

O espectro de massas dos APs saturados (p.e Coromandalina,
Figura 17) podem ser diferenciados dos APs 1,2-insaturados devido

estes apresentarem uma fragmentacdo com duas unidades de massa
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a mais m/z 140-138, 123-121 e 97-95. O pico m/z 124 também é

caracteristico destes APs e na maioria das vezes é o pico base (RIZK,

1991).
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Figura 17. Espectro de massas de IE do AP Coromandalina (Trigo
et al., 1993).

Os APs saturados esterificados no carbono C-7 (iso-APs)
apresentam uma fragmentacido (Figura 18) similar aos iso-APs
insaturados, com o acréscimo de duas unidades de massa. Assim, os
principais fragmentos sio: m/z 239 (ion molecular) 156, 139, 113,

108, 83 e m/z 82 (pico base) RIZK, 1991.
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Figura 18. Espectro de massas do AP 7- -Angeloilplatinecina (Trigo
et al., 1993),
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APs Macrociclicos 1,2-insaturado

O grupo de APs macrociclicos (Tipo Senecionina), os quais tém
a Retronecina como base, podem ser identificados através dos
padrées de fragmentacdo cujos ions no espectro de massas (Figura
19) sdo m/z 138, 137 e 136; 121, 120 e 119; 93, 94 e 80. O padrao
de fragmentacdo dos APs macrociclicos de 11 ou 12 membros foi

amplamente estudado por BREDENKAMP (1991).
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Figura 19. Espectro de massas IE do AP Senecionina.

APs Macrociclicos 1,2-saturados

A seqiiéncia de fragmentos (Figura 20) apresentando picos m/z
293, 222, 138, 123, 122, 83 e 82 ¢ caracteristica de APs
macrociclicos saturados (p.e Platifilina). O ion molecular pouco
abundante. O ion m/z 83, caracteristico de ésteres de bases necinas
saturadas, esta presente também no espectro de massas dos APs

macrociclicos 1,2-saturados.
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Figura 20. Espectro de massas IE do AP Platifilina (Trigo et al.,
1993).

APs Diésteres

A fragmentacdo de diésteres nio macrociclicos tém como

padroes principais os ions m/z 297, 219, 220, 136, 120 (pico base) e

93. Este tipo de fragmentacdo foi estudada por FURUYA & ARAKI
(1968) e PEDERSEN & LARSEN (1970).

APs Macrociclicos com base otomnecina

APs macrociclicos com a base necina do Tipo otonecina (p.e.
Senquirquina) podem ser identificados no espectro de massas (Figura
21) pela presenca dos picos intensos em m/z 168, 151, 150, 149,
123, 122, 110, 96 € 94 (CAVA et al., 1968).
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Figura 21. Espectro de massas IE do AP Senquirquina (Trigo et al., 1993).
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APs com Bases Necinas

Os padrdes de fragmentacdes mais comuns da base necina (p.e.
Retronecina) foram elucidados por NEUNER-JEHLE et al. (196595),
cujos fragmentos principais sao: m/z 155 (ion molecular), 111, 94 e

80 (pico base).

3.9 Métodos Espectroscopicos para Caracterizacdo de APs

O estudo espectroscopico de RMN-1H de APs foi realizado
inicialmente por CULVENOR et al. (1965). Este estudo realizado em
60 MHz (aplicados em 200, 300 e 400 MHz), mostra alguns fatores
que governam o padrao de multiplicidade das bases necinas
Retronecina : 1- os multipletos da parte saturada e insaturada do
anel pirrolizidinico sao independentes, embora o sistema de protons
estejam conectados através do H-8; 2- os protons metilénicos
geminais dos carbonos C-3 e C-5 apresentam diferencas bem
relevantes no deslocamento quimico dentro de cada par, este efeito
provavelmente seja devido a influéncia do par desemparelhado de
elétrons sobre o atomo de N.

Posteriormente estudos mais detalhadas foram conduzidos por
MOLYNEUX et al. 1982, MOHANRAJ & HERZ (1982), ZALKOW et al.
1985, ASIBAL et al. 1989, ROEDER & BOURAUEL (1992) e LIU et al.
1992. Uma revisao aplicada aos estudos de RMN1H foi elaborada por
LOGIE et al. (1994).

Estudos mais detalhados sobre RMN-13C de APs foram realizados
por JONES et al. (1982) e MOLYNEAUX et al.(1982). Uma revisao
aplicada aos estudos RMN-13C para APs foi elaborada por ROEDER
(1990, 1991), ROEDER & BOURAUEL (1992) e LIU et al. 1992.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Experimento A

Identificacdo de alcaloides pirrolizidinicos de espécies do

géneros Senecio e Eupatorium (alocadas em Hérbario)

As Inflorescéncias de vinte e oito espécies de Senecio (Tabela ),
pertencentes a sete Secdes {Adamantina, Hualtatini, Corymbosi,
Cacaliostrum, Suffrutecius, Paranaia e Tomentecio (HIND, 1993)} e
oitenta e sete espécies de Eupatorium (Tabela 6) foram coletadas no
Herbario do Departamento de Botanica, Instituto de Biologia da
UNICAMP, Campinas - SP, no ano de 1993.

A escolha de plantas do herbario se fez necessaria, uma vez que
nosso interesse era tracar o perfil quimico desses APs, considerando
que poderiam ser amostradas uma grande quantidade de espécies do
géneros selecionados.

Segundo a literatura (HARBORNE, 1984), plantas secas
armazenadas em herbarios, por muitos anos, nao apresentam
alteracées qualitativas dos seus constituintes quimicos, como o0s
flavonéides e os alcaldides. Outro aspecto € quanto a confiabilidade e

a seguranca na identificacao botanica das espécies em estudo.
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Experimento B

Identificacdo de alcaldoides de espécies dos géneros
Heliotropium, Ageratum, Eupatorium e Crotalaria (coletadas no

campo)

Foram realizadas analises qualitativas com infusdes de partes
(flor, folhas, caule, riaiz e sementes) das espécies Heliotropium
indicum € transalpinum, Ageratum conyzoides € Crotalaria lanceolata,
Crotalaria spectabilis e Crotalaria junceae. Na Tabela 7 estdo

apresentados os dados de coleta destas espécies.

Experimento C

Isolamento e Caracterizacdo de alcaldides pirrolizidinicos de
espécies dos gémeros Heliotropium indicum, Ageratum conyzoides,
Eupatorium laevigatum, Senecio brasiliensis, Crotalaria spectabilis e

Crotalaria lanceolata.

Para os testes de toxicidade, as plantas foram selecionadas em
funcdo de sua maior quantidade de APs. A Tabela 8 apresenta os
dados (coleta, quantidade, extracao) relativos ao material vegetal.

Como havia a disponibilidade de outras plantas, no laboratério,
resolvemos realizar o isolamentos de alguns APs presentes nestas
espécies (Tabela 9).

As plantas foram coletadas e submersas em uma cuba de vidro,
com alcool etilico, de modo a inibir processos enzimaticos e

transformac¢des bioquimicas.



€5

¥861/60/60 - BqIIny-ojned oes ‘1184 sapoiuouian ‘S| 8¢
$661/80/1C yET'E O ‘eUIURWEI] ‘SBQNIEOIIOqeL "UNN smqajydobns ‘s | Lz
0861/01/81 0TT €V dd ‘d'P'S "unp ‘ousnbag ory 1ayoind "s | og
£€861/60/2¢C 60S°ST ds ‘rerpunp ‘tdep op e11dg| snppydaounid “s| G¢
zL61/€0/1¢€ 1LE°6C 9s ‘eungeq unpy ‘0ssoIlp IBN sisuanid s | v
0861/10/10 €28°CI ds ‘euresog ep vliag| siusuiponied ‘S| €y
9.61/€0/ST 868'1 DN -elednpuewWeE) "UNN sisuainvd ‘s | 7z
7 4 - snfiydfAixo 'g| 17
0861/80/10 LERNET dS-a11s9aq1g /d 118y ‘Buredeqg Op BIISg snso2jo ‘S| 0F
- = - syjodovw g m._”
9.61/20/01 8TL'T - snziyosorda] ‘s | 81
LL61/80/ST 8L1°0% sIeyuid sOp 9SO[/'S "UN) ‘wWiIrweny oy sisugnbunf "g| L1
8861/L0/€C 80L°0C rd ‘erejel] [euoroeN enbred vID1DIL S| 91
EBlep was B HN-BIEONpUBWED "UNN snsso0j0091 ‘S| g1
. = 1nfeopudwway ‘S| 1

= 2 = suapisso4b ‘g | €1

5 - " nao1zn1b 's| gl

- - » smijof1pyirsia ‘sl 11
¥861/60/6¢C €CS'91 ogpiop op sndwe)-o[ned OB§ "I13SH s11qo4ap1sap "S| 01
z661/80/1¢ 168°LS Jg-eqniIqu uUnp ‘[oIey snioyf1sspao ‘S| 60
v661/01/1¢€ €81°€ S¥-[NS Op BIEqUWED smjofizfiuos 's| go
9.61/60/6C 950°'¢ dS-rO ‘4l Op BAIas3Y sisuaifiseq ‘S| L0
S861/80/8¢ LL'LT ds-rerpunp-idep op Biieg| p42.4qno 19pv4q ‘S| 90
0861/€0/+%0 89.L°CY dd-steyuld sop 9so[ OeS snpodfiyoniq ‘S| g0
9861/11/61 08. dd ‘STBUIPIN SBIUR[d 2P 0}I0H nuoyuaq ‘s| 40
5861/50/€¢C 881°81 sodwre) - oIoue 9p Oy 11T snyowpoLhibiv ‘s | €0
¥L61/20/L0 c6L'EE NN-eUIpeIpuy BAON sisuadp ‘S| z0
$¥861/€0/1¢C 608°ST ds ‘oepiop op sodwe) "IIsg wnunubwopy ‘S| 10
839]00 9P ®B38Q | OFIYqI9H Op CJPWDN j8o01 o1o9dsy |oN«

*dWVOIND - g1 ‘eojugjog ap ‘03dag op O1yqioH OW 8BPE}I[0D 0]02UAS 8P sojogdsg g woqe}

SOPOIPW © STEHIOIEN



6S61/2L0/1¢
8L61/11/01
€861/21/L0
0661/¢0/¢ce

L861/90/0¢
S861/02/10
Z861/£0/6¢2
€861/£0/20
0661/+0/9¢
L861/4L0/20

¥861/11/0¢€

S861/€£0/90
g861/10/1¢€
6L61/20/61

B)Bp Wag
0861/c1/1¢

S861/90/50
9.61/¢0/01
£€661/01/61

9L61/L0/S2
z861/01/21
6861/£0/0¢2
9.61/40/C1
1861/60/¢¢

S861/90/€0
8861/60/10
0861/01/20

9CLLOT
8E6°0V
€62°'S1

LEO'6I
0si'e
8CP'EI
cooe
S9¢

0o0+'61

S89'91

L80'8I
S6E'VI
S8E'6

6181
0ogr'el

8EP LI
8IL'T
19¢°'S1

LILVE
1A TR A
9S¢
9¢1°09
€8I1°I

8ST°LT
£€96°0C
L1T

2lvmwing BIed BPIOS3p ‘BleqBUBND BP OPBISH
sleyuld sop 2s0p ogg - unpy ‘ouanbag ory
DN - BYULLI3G ‘SVIABT 2p unpy

d§ ‘opelia)-evivqreg-elg ap sendy ‘unpy

DW-280 0BG 9p BIISG ‘S2]UaPBILL "UN

Sy ‘orrgsQ ‘el ‘unpy

BLIB'B}S 011§ ‘1dBp Op ®B119g ‘IBIPUNp ‘Unp
DWW ‘Bpre) 2p sodog ‘seyuIsImB) SBp OJIOW
dS ‘opeliap-gisqieg "elg 9p sendy ‘unpy

DN - WQQI1 ‘seduslie)

seurdwe) ‘opiBIdn ovIBY -BIIBIISIAATU[ ‘PID
DI ‘(odrD op viIag) seqnieOIIOQEP 'UNY
oIrarieg op Isop ovg ‘BuvIeny Brapy/ d ‘asy
ds ‘sevurdwme)

ds ‘(T'm 'poy) oxerd ory

¢ 1821100 BpUaZB

DN ‘01 wy ‘sunuewelq "1sg
dS ‘ST wy ‘9rIeIei Ip [ng

ds ‘(ogxry) ofng odmep

DW'stodouocpoy -uny ‘surjollag BIIIG
d§ ‘erepuj ‘unpy

dS§ ‘vieqieqg '®v)1g ‘unp

[BIapayg 0111181

¢01134 Op OIIOW

BIJA[OD 'UNW

DW-oroyrdey “unpy
2ooeg op odwe)

B3}9]00 2p ®vIBQ

0]1¥qI9H Op OI9WDN

je007

unuoipun] ‘g ¢
wnijofavinbly ‘g | gy
wnxv] g\ 14
wniobiaan] ‘g o
suauinajav] ‘g | ¢
suausi)av] ‘g | g¢
saprowiany g | Le
asuafioyon g | g9¢
wnyofevinul ‘g| gg
wnpawiaiul g | ¢
wnyjofavur ‘g | g¢
saplouowtoy ‘g | ge
wnwissynsapy ‘g 1g
wnjuviaey "g| og
wnuvipnoyoipnob ‘g| gz
wnjpfounb g | gz
wniofipoiad ‘g | 1z
sidajoydiowip ‘g| 9g
aptoipuap 'g| qg
suaqunosp ‘gl 4z
wnoInuaLo ‘gl eg
sadinisoo ‘g| gz
wnaovliod ‘g 1g
wnysabuoo 'g| g
wnapiipwald ‘gl g1
Sapiiaa o42uld ‘H| Q1
sidajoio)yo ‘g | L1
wnofionieo ‘g g1
sadijpispvo ‘g| g1
saupIndvo ‘g | 1
wnuvajpuvs ‘gl 1
a4ysadwvo ‘g | 71
wnjnfacown)vo g\ 11
wniofiunaidng g | o1
wnivajviq g\ 60
awlof1oruolaq g | g0
asuaopqinq g | 40
wnitadsp "g| gg
apusosp ‘g | g0
wnwissysnbup ‘g | 40
wnMorpiydwn 7| g0
wnuyoibruo g | go
wnunuobwopo ‘g 10
sojo9deq | oN

"dIWVDINN - €] ‘edfugjog ap ‘o3daQ op OjIvqiIaj ou sBpelojod wnio)pdng op sejo9dsy "9 vloqu]

S

SOPOI 3 STBLIdIe|



anqoila "g| L8

: : : pluousaa ‘g| 9g

y . : wnupynjaan 'g| Gqg

/ . ) ¢ BI1ID wnup1yinoa ‘| g

€861/11/90 gIS'ST mm. rerpunp ‘tdep op s e D) 58

. . sapioxid] ‘g | 7§

i i ) wnuobriy 'g| 18

- - 2 wnijofonioy ‘g | 08

, i sidajounsfiy) ‘g| ¢}

) : : wnpoal ‘gl 84

i - i wnijof13200uvy | LL

: : H wnjoisoyqns ‘g| 9,

: : - wnijoftuia)ogns "g| ¢y

: . wnsonionbs 'g| ¢4

: i ] wnasojniivnbs ‘g | ¢,

: : 5 wnpiionbs ‘g | gz,

: ; . 5 n wnipinyjieds "g| 14

€861/C1/L0 6CE'ST DI w:n_tuw SBIABT 9P UDW Bimas ) 1L

) ) asus|nndo}ouvs ‘g | @9

i ) ] wnaafnbos ‘g| gg

: - : 1njapaid g | L9

: : - 12pald "4 | 99

¢ : ) suaosafas 'g| ¢g

: : ) wnijefufid ‘g | 49

. . ; asusosvandind 'g| g9

. . ) wnjpiniound ‘g| g9

: : : wmjofiinajqnd 'g | 19

‘ ; - wnofisoad ‘g | o9

i ; - sisuanod ‘g | g9

. : . wnjpjuapionod 'g| gg

: - . upwind ‘g | 4g

. : . sisdajixo "g| 9g

: : i 1ua}so "g| Gg

! ' ¥ - . 0310 wnioaopo ‘g | g

6861/50/€0 €€6°1C ds ‘WHIN 180y ‘[eISaI0[d 03I0H Jpepa L) s

, y saproy4fiw g | gg

: - ] wnjofaoorifiw "g| 1g

i . . wnipinuw g | 0§

: . g wnuwisijow ‘| 6

- . i asuasaviabsvuiw 'g| gy

- . : wnjofaonbow 'g| .14

: , ‘rerpunp ‘rdepr op Bl1Iag nupIwWIXDW m 9¢

+861/50/60 0LY'9T 45 ‘oredmy owm.:.m%_ﬂm:_ﬂé i anSaret wnnydosovu | gy

mwmﬂmwnﬂu“mm o.._.w%c.mﬁﬂ ds ‘ojiuog odwe) ap unpy wnjoydasosdow "F| p¢
9.L61/C

sS

ogdenujjuo) ‘9 vjeqey]

SOPOJQAl 9@ STBLISJRI



sey[oj wnivbirasn] wnioipdnyg opixo-N sujjeuinbyg
S$91UQWas apaosunf vvIDIOLD eujwiIiadojug
S9}UWIS ” OpIoaYuoos8aIp 4V
§9jUQWI3S DID]020UD] DIID]DIOID BUWBIBE()
§9]UQWISS s1711qp1oads DIAD]DIOLD BUJ[e)OIO0UOI
oyieg sjuog $9PIOIBOIY

‘SOpejoOs] 8JV S0I}NQ '6 BIOQE]L

o189j02jx0] 893893 80 vied sJy 80 sOopyBI}Xo WBio) svjue[d se}soq

S2jUulwWag = 34 8001 S661/111qe DID]020UD] DIID]IDI0LD

epoj} eljueld 2 00‘9. 3 0‘e g661/0d1ew| soploziuod wnyniaby

BpoOl BlUR[] 3 107 3% 0 G661 /01quanou| wnorpur wndoljoroH
seyo4g 3 6¥'6L 3Y 0‘g y661/01ouel| wmnpbrasp) wniioypdny

BpO} elueld M|M‘H 33 ¢'g ¥661 /oi1auel S1SU21]1SP4qG 0122U3G 4

SEPBPN)ISD 82338 | 0INIq 03BIIXH | sopeppIeEnd B)2]00 9P BIBQ sejusld

‘(0 ojmowsedxy) [ejeBoa [eri0)8 W Op OBlEIINO 3 BIG[OD Op SOPERQ '8 BIeqB]

S661 2p olrausl ds-seurdwe) ‘dweorupn ep g ov sjuaij wy D}D]O3IUD] DIID]DIOLD
G661 2p orrouef ds ‘rerpunp ‘idep op elIog paounfl pLDIDIOL)
L661 ap orrouef dS-sissy ap [BjusmIradxa ogdeisy s11qpioads DLID]D}OID
G6/+6 2p 01121243) vaddD saprozfiuoo wniviaby
+661 9p oiquaaou (ds-eruImeyg ‘1o1ag) vaddn | wnuidipsuviy wnidoijol)sy
$661 2P 0IqUWOAOU ds-seurdwe) ‘dweoru Bp €] 08 3judly Wy wnoipul wnidoijol)ay
bkl jeoo] sgjueid

‘(g ojuwewmypzadxy) v14DIDI01D > wnp1aby ‘wnidosjorjay soiougd sop wIa[00 Op sSOpPRQ 'L B[OqEL

SOPOJQI] @ STRLIJE]A



Materiais e Métodos o7

EXPERIMENTO D

TESTES TOXICOLOGICOS

O procedimento experimental empregado nestes testes foi o
mesmo descrito por CULVENOR et al. (1976a).

Os testes foram conduzidos no Laboratorio de Ensaios
Biologicos, Farmacologicos e Toxicologicos do Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agronomicas (CPQBA), Betel

Paulinia-SP, sob a Orientacao do Prof. Dr. Joao Ernesto de Carvalho.

Teste de Toxicidade Aguda

Este teste consistiu na administracao (via oral) de doses unicas
(0,0250; 0,05; o,1; O0,2; 0,4; *(0,08, 013, 0,16 ¢ 0,6); 0,8; 1,6 e
3,2 MMols/kg) dos APs puros. Apés trinta minutos da administracao,
os ratos, com peso variando entre 20 a 40g, foram recolocados com
as respectivas maes e desmamados depois de vinte e um dias.

Os animais foram observados a cada 24 horas para verificacao
dos sintomas produzidos pela administracdo dos APs, com especial
atencao a sintomas como tremores, convulsodes, salivacao, diarréia,
letargia e coma. Este periodo de observacao era definido de acordo
com os efeitos toxicos observados, a velocidade de seu aparecimento
e de sua duraciao. As observacdes complementares (animais em
estado critico) foram efetuadas rotineiramente de modo a reduzir ao
minimo os animais perdidos para o estudo de autépsia; os animais
que tiveram morte natural ou que foram sacrificados eram mantidos
sob refrigeracao (5°C) até a autépsia. Os animais que nao morriam
durante a primeira semana de administracdo (Teste de Toxicidade
Aguda, 1 a 8 dias), foram sacrificados apdés quatro semanas,

fornecendo resultados para o teste de Toxicidade Croénica.
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Durante a autopsia foram registradas alteragées macroscopicas
gerais e os orgaos (figado, pulmao e rim) foram retirados e fixados
em formol 10%, para analise histopatolégica.

*No caso de alguns alcaléides como a Integerrimina e a
Retrorsina N-6xido houve a necessidade de introduzir (na escala)
doses intermediarias de 0,08, 0,013, 0016 e 0,6 mmols/kg, para

poder caracterizar com maior precisdao o valor da DLso.

Teste de Toxicidade Crénica

Os testes de Toxicidade Crénica foram realizados com infusées a
partir de cinco plantas selecionadas em funcao de seu uso,

ocorréncia e presenca de APs (Tabela 10).

Tabela 10. Extratos Utilizados no Teste de Toxicidade Crénica.

Plantas Partes Usadas
Ageratum conizoides planta toda
Heliotropium indicum planta toda
Heliotropium transalpinum planta toda
Eupatorium laevigatum planta toda
Senecio brasiliensis folhas

Os testes de Toxicidade Crénica (trés meses) foram realizados
com extratos na forma de infusdes (forma de uso da populacido). As
plantas foram coletadas, secas ao sol e reduzidas a p6 em moinho.
As Infusées foram preparadas colocando-se 250 ml de agua quente
em 50g da planta moida, cobrindo-se o recipiente com papel de
aluminio e deixando-se em repouso por 30 minutos para, em
seguida, coar em algodao e evaporar para obter um extrato seco.

Neste teste foram utilizadas duas doses do extrato (0,5 e 1g/kg),
de acordo com a disponibilidade da planta. As doses eram
preparadas conforme o peso do animal (ratos). Os extratos secos

foram diluidos em agua destilada e administrados via oral trés vezes
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por semana, em dez ratos, para cada dose, sendo 5 fémeas e cinco
machos e o grupo controle. Durante o experimento os animais foram
mantidos em observacao, do mesmo modo que no teste de Toxicidade

Aguda.

Animais

Foram usados 10 ratos por grupo, da linhagem Wistar, cinco
féemeas e cinco machos e o grupo controle, com 14 dias de vida
pesando de 20 a 40g, tanto para o teste de Toxicidade Aguda, quanto
para o teste de Toxicidade Crénica. Estes animais foram aclimatados
as condicdées do Biotério do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biolégicas e Agronéomicas (CPQBA), Betel Paulinia-SP,

durante duas semanas ap6s seu nascimento.

Avaliacdo da Toxicidade

A avaliacdo do teste de Toxicidade agudo e crénico foi realizada
de acordo com os seguintes critérios (CULVENOR et al., 1976a):
a - Toxicidade Superaguda: com morte dentro de 24 horas, apos a
ingestao.
b - Toxicidade Aguda: com morte ocorrendo entre 1 a 8 dias apos a

administracao.

Analise Histopatolédgica

Os resultados da analise histopatoléogica sao discutidos de
acordo com a classe de APs puros (Grupos), os extratos de plantas
(Grupos) e os niveis de doses administradas (Sub-grupos), como
mostra as Tabelas 11 e 12, respectivamente.

Amostras de figado do grupo controle e tratado, neste ultimo
caso com ou sem lesao aparente, foram fixadas em formol 10%

tamponado, por 24 horas, a temperatura ambiente, e depois pecas de
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tamanho pequeno foram colocadas em etanol 70%, e posteriormente
submetidas as técnicas de rotina para inclusao em parafina. Em
seguida, foram obtidos cortes de 6 pm, os quais foram corados pela
téecnica de Hematoxilina-Eosina e pelo método Tricréomico Gomori

(Gomori, G 1952), submetidos em seguida a analise histopatolégica.

Tabela 11. APs e doses usadas nos testes de Toxicidade aguda.

Grupos Sub-Grupos APs Doses (mg/Kg)
A ( Controle ) - - salina
B (Monoésteres) Bl Licopsamina 14,95
B2 Licopsamina 29,90
B3 Indicina 14,95
B4 Indicina 29,90
B5 Indicina 59,80
B6 Indicina 199,6
C (Diésteres macrociclicos) Cl1 Integerrimina 26,80
Cc2 Integerrimina 33,50
c3 Integerrimina 44,23
Cc4 Integerrimina 55,76
Cc5 Retrorsina 8,77
Cc6 Retrorsina 17,55
CcT Retrorsina 35,10
c8 Retrorsina 70,20
c9 Retrorsina 140,40
Cl0 Retrorsina 280,80
D (N-6xidos monoésteres ) D1 Indicina -N-6xido 7,87
D2 Indicina -N-oxido 63,00
D3 Indicina -N-éxido 252,00
E ( N-6xidos macrociclicos ) El Integerrimina - N-6xido 8,76
E2 Integerrimina - N-6xido 35,10
E3 integerrimina - N-6xido 70,20
E4 integerrimina - N-6xido 210,60
ES5 retrorsina - N-6xido 9,16
E6 retrorsina - N-6xido 18,35
E7 retrorsina - N-6xido 36,70
E8 retrorsina - N-6xido 220,20
F (Base retronecina ) F1 Retronecina 7,75
F2 Retronecina 15,50
F3 Retronecina 31,00
F4 Retronecina 62,00
F5 Retronecina 124,0
F6 Retronecina 248,0
G |ﬁcido} G1 Acido integerrinecico 36,60
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Tabela 12. Extratos e doses usadas no Teste de Toxicidade Cronica.

Grupos Sub-Grupos Plantas Dose (g/kg)

H (Extrato Bruto- (EBHi) H1 Heliotropim indicum 0,5

H (Extrato Bruto- (EBHi) H2 Heliotropim indicum 1,0

[ (Extrato Bruto - (EBHt) I1 Heliotropim transalpinum 0,5

I (Extrato Bruto - (EBHt) 12 Heliotropim transalpinum 1,0

J (Extrato Bruto -(EBAc) J Ageratum conizoides 1,0
(Extrato Bruto- (EBSbh) L Senecio brasiliensis 0,5

K (Extrato Bruto- (EBEI) K1 Eupatorium laevigatum 0,5
(Extrato Bruto- (EBEI) K2 Eupatorium laevigatum 1,0

Documentacédo fotografica

A documentacao fotografica dos preparados histologicos dos
figados foi obtida com emprego de um Fotomicroscopio Nikon e filme

Kodacolor ASA 100. Posteriormente foram elaboradas pranchas, das

(&}

quais se obteve cépias “ xerox” coloridas de alta resolucao.

4.2 METODOS
4.2.1 Extracao e Fracionamento de APs
Espécies de Senecio e Eupatorium (Experimento A)

As inflorescéncias (2g) obtidas do herbario, das espécies de
Senecio e Eupatorium, foram maceradas em cadinhos com 5mL de
MeOH e o extrato filtrado a vacuo. O filtrado foi totalmente
evaporado em rotaevaporador a baixa temperatura (45°C). O residuo
foi recuperado com 15 mL de HClI 2N (APs protonados). O extrato
aquoso acido foi extraido trés vezes com CHCIl3, removendo-se as

substancias ndao basicas insoluveis em agua.
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Devido os APs se apresentarem em plantas e animais sob a
forma de N-oxidos (RIZK, 1991) houve a necessidade de uma reducao
do extrato aquoso acido. Assim, a fase aquosa foi reduzida com
excesso de Zn por 5h em meio acido mantendo-se o pH entre 1-2,
para converter os APs N-6xidos em seus respectivos APs terciarios. A
fracao reduzida foi alcalinizada com hidroxido de amonio
(transformando os APs protonados em bases livres) e extraida cinco
vezes com 20 mL de CHCl3:MeOH (4:1).

O Esquema 1 mostra o processo de extracao e fracionamento dos
APs.

Esta metodologia de extracao foi aplicada, também para a
obtencao dos APs presentes nas espécies citadas nos Experimentos

BelC.
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Material Vegetal em MeOH ou EtOH

Filtracéo

Evaporacéo em Rotaevaporador

Extrato Alcoélico

Recuperar em 20mL de HCI1 2N
Extrair 3X com CHCl,

Fase Organica

Fase Aguosa

- secar com Na2S0O4
- Evaporar

Fragcao Neutra

1 - Reduzir com zinco pH (1-2)
por 5h

MeOH (4 :1)

2 - Alcalinizar com NH,OH
3 - Extxair 5X com com CHCl;

Sem reducéo com zinco

Seguir os
passos 2 e 3

secar com Na2SO4 e
Evaporar

Fase Organica secar com

Fase Aquosa

Na2S04 e Evaporar

Alcaldides Totais

CG acoplado a um Detector Seletivo de Massas
(CG-EM), Coluna de silica fundida (Wecot, 15 m x
0,25 mm/DB-1 ou DB-5 ou AS-5 30m x 0,25mm

Esquema 1. Extracdo e Fracionamento de APs.

Reservar

Alcaldides Livres

63
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4.2.2 APs obtidos a partir de transformacdes quimicas
Para os testes de Toxicidade Aguda foram utilizados APs puros

isolados a partir de plantas e APs obtidos a partir de algumas

transformacdes quimicas (Tabela 13).

Tabela 13. APs usados nos testes de Toxicidade Aguda.

APs Fonte
Monoésteres

Indicina Heliotropium indicum
Licopsamina Ageratum conyzoides
Macrociclicos 1,2-insaturados

Integerrimina Senecio brasiliensis
Retrorsina Senecio brasiliensis
Derivados N-Oxidos

Integerrimina‘N—Oxido N-oxidacao da integerrimina
Retrorsina N-Oxido N-oxidacao da Retrorsina
Indicina N-Oxido N-oxidacao da Indicina
Base-Livre

Retronecina Hidrélise da integerrimina
Acido

Integerrinecico Hidrélise da integerrimina

Os APs, monoésteres Licopsamina, Indicina e os macrociclicos,
Integerrimina e Retrorsina foram obtidos de fontes naturais como

mostra a Tabela acima.

Hidrolise

A base Retronecina e o acido Integerrinecico foram obtidos
através de uma hidrélise basica (MOHANRAJ et al., 1982), como

mostra o Esquema 2.

Procedimento: 70 mg do AP Integerrimina foram dissolvidos em 2
mL de uma solucdo aquosa de NaOH 10%. Esta mistura foi deixada
durante 24 horas sob agitacdo. Apdés o tempo de reacao, foi realizada

uma extracdo com cloroférmio para obtencdo da base Retronecina. A
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fase aquosa (agua mae) foi acidificada com HCI 0,2 N e extraida com
éter etilico para obtencédo do acido, o solvente foi evaporado e a goma
resultante foi cromatografada em  silica gel fase movel
(CHCI3:MeOH:NH4OH). Apos purificacao este foi obtido na forma de

um po branco.

NF“.! oH
. ]
Gy, A SRR NaOH 10%
: I/C: 18 1e—g -
o=gu w’ 950C 24h
[ 0 i
o < ’}I A sob agitacac
¥ \ . 90 % de rendimento
N
3
Integerrimina

Acido integerrinecico lactona

Esquema 2. Hidrélise da Integerrimina (MOHANRAJ et al., 1982; MATTOCKS, 1986)

Oxidacéao

Os APs na forma de N-oxidos: Indicina N-oxido, Integerrimina N-
oxido e Retrorsina N-oxido foram obtidos através de uma reacao de
oxidacao com o acido metacloroperbenzoéico (OGAWA et al., 1993), de

acordo com o Esquema 3.

Procedimento: 52,5 mg dos APs previamente purificados foram
dissolvidos em 3,2 ml de acetona ou diclometano (CH:Cl:} puro e
seco, com 41,1 mg de acido metacloroperbenzoico (m-CPBA). A
mistura foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente por 2
horas, a reacao foi acompanhada por CCD. Passado o tempo de
reacao a mistura foi diretamente submetida a purificacao em coluna

de adsorcao em silica gel. Os composto isolados foram submetidos
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aos métodos de purificacao e caracterizacao descritos

posteriormente.

{ m-CPBA ) / acetona

Y

T? ambiente 2h
sob agitacao

959% de rendimento

AP (monoéster ou macrociclico), AP (monoéster ou macrociclico),
na forma livre na forma de N-oxido

Esquema 3. Oxidacdo de APs (OGAWA et al., 1993).

4.2.3 Métodos Analiticos para purificacdo e Caracterizacdo de

APs

Cromatografia em camada delgada (CCD) analitica

Amostras foram aplicadas em placas de silica Gel 60/UV254,

0,10mm de espessura, usando-se como fase movel
CHCl13:MeOH:NH4OH (83:14:3). As placas foram secas a temperatura
ambiente e reveladas em camara de iodo por 15-30 min. As manchas,
reveladas, apresentaram coloracao marrom. Posteriormente o iodo
era sublimado a 100°C, com os APs com dupla ligacao na posicao 1,2
do anel apresentando uma coloracao escura permanente (MATTOCKS,

1967a, 1967b).

Cromatografia de Adsorcao com Coluna Flash

Para separacao dos APs Integerrimina e Retrorsina, utilizamos
uma coluna flash com placa sinterizada, empacotada com silica gel
60 Kornmgrofe 0,040-0,063 mm (230-400 mesh ASTM).

Apos a reducao com zinco, o extrato bruto da planta Senecio

brasiliensis foi dissolvido em 2 mL de cloroformio, adicionado no
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topo da coluna e eluido, sob pressdo, inicialmente com 60 mL de

cloroférmio puro seguido do gradiente CHCIl3:MeOH:NH4OH. A

separacao dos compostos foi acompanhada através da CCD (placas

de silica gel GF2s4), usando como eluente CHCIl3:MeOH:NH40H

(92,5:7:0,5). As placas eram reveladas em camara de UV (250nm) e

vapor de iodo.

Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

Para purificacao de APs ou separacdo de APs com indices de
retencao muito diferentes, como foi o caso dos APs Integerrimina e
Retrorsina, aplicava-se a fracao desejada em uma placa preparativa
de silica Gel 60/UVzss 0,25mm (Merck). O sistema de solvente
utilizado foi CHCl3:MeOH:NH4OH (mesma proporcao) e a placa

revelada com Reagente de Dragendorff que reage com compostos
nitrogenados apresentando uma coloracdo vermelho-alaranjado. As
manchas foram raspadas e extraidas com uma solucao de carbonato

de sodio saturada. A fase aquosa foi extraida 5 vezes com CHCL,, a

fase organica seca com Na>SO4 , e evaporada a baixa pressio,

originando os APs desejados.

Cromatografia de Particao

Para separacao de alcaléides (com grupos 1,2 ou 1,3 diois)
diastereoisomeros, utilizamos um método descrito por MOHANRAJ et
al. (1982); onde ele utilizava cromatografia de adsorcdo em coluna
empacotada com alumina neutra (Al203). O extrato bruto alcaloidico,
contendo uma mistura de diastereoisomeros, era adicionado no topo
de uma coluna (1,5 D.I) empacotada com 100g de alumina neutra,
iniciando-se a eluicao com cloroféormio puro, e aumentando-se

gradativamente a polaridade com metanol, de acordo a polaridade do
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composto. As fracdes foram coletadas e analisadas em CCD, de
acordo com o método descrito anteriormente.

Na purificacao de APs utilizou-se cromatagrafica de adsorcao em
coluna (Silica Gel 60, 70-230 mesh) utilizando como eluente um
gradiente CHCl3:MeOH:NH4OH entre 95:4:1 a 65:25:10, dependendo
do alcaléide a ser purificado. As fracdes eram coletadas e analisadas

em CCD conforme metodologia acima.

Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas

Os extratos e os APs puros foram analisados em um
Cromatografo a gas Hewlett Packard 5890, série II, equipado com
uma coluna de silica fundida (AS-5 ou equivalente, 30m x 0,25mm)
diretamente acoplada a um detector seletivo de massas Hewlett

Packard 5970.

Condicoes de injecdo:

Temperatura do injetor: 2500C

Temperatura do Detector : 280°C

Gas de arraste: He, 1 mL/min

Fluxo : 1mL/min com razao de "split"” 1:100

Energia de ionizacao de 70 eV

Programas de temperatura: 130°C a 300°C (5 min); 4°C/min para os
géneros Eupatorium, Heliotropium, Ageratum e Crotalaria

150°C a 300°C, 4°C/min para o género Senecio

Volume da amostra: 1-2 uL.

A identificacao dos APs nos diferentes extratos foi realizada
através dos parametros de tempo de retencao (IR) calculados de
acordo com van den DOOL & KRATZ (1963) e os padroées de
fragmentacao foram comparados com a literatura.

Para calcular o Indice de Retencao dos alcaléides as amostras

foram injetadas juntamente com 1puL de n-alcanos, da série dos
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hidrocarbonetos, Cis - Cz6, (van den DOOL & KRATZDE, 1963) e
comparados com os dados da literatura (WITTE et al., 1993; TRIGO
et al., 1996).

A abundancia dos APs foi calculada em termos da abundancia
relativa (proporcao entre APs na fracao de alcaldides totais), a partir
da integracao dos cromatogramas.

Para o calcular IR (indice de retencao) foi usada a foéormula
abaixo:

IR = {(Ts-Tca-1)(Ca-Cn-1).100]/(Tca-Tcn-1)+(100.Cn-1)}
Onde:
Ts = Tempo de retencao da substancia analisada
Tcon = Tempo de retencao dos n-alcanos que eluem apos a
substancia
Tca-1 = Tempo de retencao dos n-alcanos que eluem antes da
substancia
C. = n-alcanos que eluem apo6s a substancia
Cu.1 = n-alcanos que eluem antes da substancia
APs anteriormente isolados de plantas ou sintetizados, e
identificados por TRIGO et al. (1993), foram utilizados como padroées.
A Tabela 14 mostra alguns APs e seus respectivos IR, utilizados nas

analises.

Tabela 14. indice de Retencédo (IR) de van den Dool & Kratz
de APs, usados como referéncia.

IR M+ APs

1425 155 Retronecina
1978 283 Supinina
1985 283 Amabilina
2126 299 Indicina
20381 299 Intermidina
2145 299 Licopsamina
2152 299 Rinderina
2172 299 Equinatina
2270 325 Monocrotalina
2294 335 Senecionina
2303 333 Senecifilina
2350 335 Integerrimina

Programa de temperatura: 150-300°C, 6°C/min (coluna capilar
de silica fundida DB-1, 30m x 0,032mm) TRIGO, 1993.
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Método colorimeétrico

Na analise colorimétrica dos extratos de plantas contendo APs,
foi empregado o método de MATTOCKS (1967b, 1968), BINGLEY
(1968), modificado por BROWN (1985) e TRIGO et al, (1993). Do
extrato contendo os alcaléides totais (base livre + N-oxidos) foi tirada
uma aliquota de 100uL e adicionada em tubos de ensaio com 0,5 mL
do reagente de oxidacao (2,5 mg de H20::Na4P207 30% diluido em
MeOH 1:2) e aquecido por 25 minutos a 100°C . As amostras foram
resfriadas a temperatura ambiente e adicionadas de 1mL de acetato
de isoamila + 0,1mL de anidrido acético, em seguida os tubos de
ensaio foram aquecidos por 2 minutos. As amostras foram novamente
resfriadas a temperatura ambiente e tratadas com 1 mL do reagente
de Ehrlich ( 8 mL de BF3 metandlico 20% + 72 mL de EtOH + 1,4g de
dimetilaminobenzaldeido), preparado na hora. As amostras foram
aquecidas a 60°C por 5 minutos, resfriadas a temperatura ambiente
e diluidas em 4 mL de acetona. A leitura da absorbancia foi realizada
em esctrofotometro a 561 nm. No caso dos N-oxidos, foi seguido o

mesmo procedimento, eliminando a reacédo de oxidacao.

Ressondncia Magnética Nuclear

Espectros de 'H e 13C foram obtidos em Espectrometro Varian
Gemini 300 (300 MHz ) 'H e 13C (75 MHz), alem de DEPT, COSY e
HETCOR. Os solventes utilizados foram CDCIl;, DO e DMSO. O
padrao utilizado para referéncia interna foi o TMS. Os deslocamentos
quimicos (8) sdao dados em partes por milhdo (ppm) e as constantes
de acoplamento (J) em Hertz.

As atribuicoes de 13C, foram realizadas comparando-se os
espectros de 13C desacoplado e DEPT, onde os sinais positivos,
quando aplicava-se um pulso de 900 sdo atribuidos aos CH e quando
aplica-se um pulso de 1350 os picos negativos sdo atribuidos aos CHz
e os positivos aos CHs e CH. Os picos de C# nao aparecem por nao

apresentarem acoplamento. O sinal negativo (-) apés o valor do
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deslocamento, representa a inversdo do sinal no espectro de 13C

(DEPT), quando aplica-se um pulso de 135°.

4.3 Analise Estatistica

Com o objetivo de verificar se a distribuicao dos APs nas
espécies de Senecio e Eupatorium apresentavam um perfil de
similaridade, o padrao desses APs foi analisado estatisticamente
através da Analise por Agrupamento Hierarquico usando como
parametro a medida de distancia (Distancia Euclidiana, método de

Ward), entre as amostras (PIELON, 1984).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacao de APs em Plantas Brasileiras

Em vista da importancia das propriedades toxicologicas dos APs
e considerando que os mesmos estdo presentes nas plantas na forma
de misturas complexas de dificil separacdo, houve uma grande
demanda no desenvolvimento de métodos simples que permitissem
sua separacao completa e rapida, e ainda uma identificacao
individual e inequivoca de seus componentes. Assim, varias técnicas
para identificacao e separacdo de APs em extratos de plantas tém
sido descritas na literatura. Dentre as técnicas desenvolvidas a mais
usada atualmente para identificacdo e determinacdo quantitativa de
misturas complexas de APs tem sido baseada na Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).

Plantas do género Senecio (Asteraceae) sdo comuns em
pastagens, terrenos baldios, culturas perenes, ocasionalmente
anuais, sendo classificadas como plantas daninhas téxicas
(LORENZI, 1991). Algumas espécies como Senecio brasiliensis (Figura
22) conhecida popularmente como '"'maria-mole', "flor-das-almas' e
"cravo-do-campo' sdo utilizadas na medicina caseira como vermifugo

e suas folhas secas sdao usadas na cicatrizacao de feridas.
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Figura 22. Senecio brasiliensis
(LORENZI, 1991).

Algumas espécies de Eupatorium (Asteraceae) sao usadas na
medicina caseira; entre estas podemos destacar a espécie Eupatorium
laevigatum (Figura 23), conhecida popularmente como ''cambara-
falso'' e ''mata-pasto'. Essa planta é classificada como daninha e
esta espalhada em todo o pais, infestando principalmente, pastagens

e beira de estradas (LORENZI, 1991).
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Figura 23. Eupatorium laevigatum

(LORENZI, 1991).

As suas folhas sdo reconhecidamente tUteis no tratamento de
feridas. O suco da folha cozida ou crua é emoliente, e usado contra
febre maligna, intermitente e infecciosa.

Ageratum conyzoides (Figura 24) popularmente conhecida como
"mentrasto'’, ''picao-roxo', ""erva-de-sao-Joao' e ''catinga-de-bode' €
uma planta largamente disseminada em todas as regidoes agricolas do
pais, infestando principalmente lavouras anuais e terrenos baldios.

Em alguns paises africanos o Ageratum conizoides tem sido
indicado pela medicina popular no tratamento de doencas mentais e
diversos tipos de infeccoes.

Testes recentes (placa quente) foram realizados utilizando a
fracao soluvel em agua obtida através do extrato hidroalcoolico das
folhas de A.conyzoides, para avaliar a atividade analgésica e
antiinflamatoria em ratos (MAGALHAES et al., 1997). Esta atividade
ja havia sido comprovada, em ratos, pelos pesquisadores MENDONCA
e CARVALHO, 1996 (nao publicado) usando extrato bruto etanolico

(alcaloides totais) da planta toda.
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Figura 24. Ageratum conizoides
(LORENZI, 1991).

Além das propriedades medicinais citadas acima, o A.
conyzoides possui ainda os seguintes usos: tonica, anti-reumatica,
diurética, antidisentérica, antiespamaodica, intestinal, sendo também
empregada no tratamento de colicas flatulentas e uterinas,
reumatismo agudo, amenorréia, gonorre€ia, beribéri, pneumatoses do
tubo digestivo e moléstias das vias urinarias. E usada na forma de
infusao, alcoolatura (fric¢do), emplastro e decocto (banho), LORENZI,
1991.

Outro género estudado, devido a sua grande aplicagdao na
medicina caseira foi Heliotropium (Boraginaceae). Dentre este
destaca-se o Heliotropium indicum (Figura 25) e o Heliotropium
transalpinum. O H.indicum € uma planta anual conhecida
popularmente como ''crista-de-galo", ""fedegoso’ e ""borragem-brava'',
infestante muito comum em pastagens, beira de estradas e terrenos
baldios, (LORENZI, 1991). E usada como desobstruente, anti-
hemorroidal, diurética, peitoral e também no tratamento de feridas,

ulceras, queimaduras, rouquiddo, deslocamentos uterinos, dor-de-
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cadeira e leucorréia membranosa. O suco da planta e empregado
como cicatrizante, sendo util para aftas, ulceracdoes da garganta e da

faringe, estomatites e furunculos (LORENZI, 1991).

Figura 24. Heliotropium indicum
(LORENZI, 1991).

A planta Heliotropium transalpinum é conhecida popularmente
como ''Bico-de-corvo''. O suco ou a infusao de suas folhas sao
considerados diuréticos, empregados como cicatrizantes e no
tratamento de ulceracgoes.

Do género Crotalaria (Leguminosae), foram estudadas trés
espécies: Crotalaria spectabilis, Crotalaria lanceolata (Figura 26) e
Crotalaria juncea. As espécies deste género sdo conhecidas
popularmente como ‘''guizo-de-cascavel', ''chocalho-de-cascavel",
"xique-xique'' e ''feijao de guizos''. Sdo plantas daninhas freqientes

em pastagens e beira de estrada.
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Figura 26. Crotalaria lanceolata e Crotalaria spectabilis (LORENZI, 1991).

A Crotalaria laceolata é originaria da Africa e foi introduzida no
Brasil como adubo verde e hoje se encontra espalhada em quase

todas as regioes do pais (LORENZI, 1991).

5.1.1 Identificacdo de APs em espécies de Senecio

Os APs encontrados nas espécies analisadas foram agrupados
em Tipos ou Subtipos, com adaptacao baseada na classificacao de
HARTMANN & WITTE (1995). As principais estruturas identificadas
estao mostradas na Figura 27.

A analise empregando o método de Analise por Agrupamento
Hierarquico {(AAH) PIELON, 1984}, foi realizado com base nos dados
obtidos (Tabela 15 e 16), da analise por cromatografia gasosa-
espectrometria de massas por impacto de elétrons, com o tempo de
retencdo, massa molecular e abundancia relativa, em inflorescéncias

de 23 espécies de Senecio.
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Com o resultado daquela analise estatistica, foi possivel
relacionar as espécies de Senecio mais semelhantes ou idénticas
foram agrupadas. Cada espécies foi representada como um ponto no
espaco de m variaveis (APs). O parametro usado neste processo foi a
medida de distancia entre as amostras. Essa distancias podem ser
visualizadas através de um diagrama bidimensional denominado
Dendograma (Figura 28), que indica, por proximidade, as espécies
mais semelhantes entre si. Isto €, quanto menor a distancia entre os
pontos, maior sera a semelhanca entre as mesmas. Para proceder a
AAH ha varias medidas para a distancia entre as amostras, e neste
caso, foi wutilizada a Distancia Euclidiana-Método de Ward. No
Dendograma a escala varia de um (amostras idénticas) a zero
(amostras sem similaridade).

Os APs, agrupados em Tipos e Subtipos conforme mostrado na
Tabela 15, foram classificados em trés grupos: Tipo Senecionina (A),
com diésteres macrociclicos 1,2-insaturados {p.e. Semnecionina [Al]};
Tipo Platifilina (A2) com alcaléides macrociclicos saturados; Tipo
Triangularina, com monoésteres saturados B1 (9-0O-
Senecionilplatinecina) e B2 (7-O-Senecionilplatinecina) ou monoésteres
1,2-insaturados B3 (9-0O-Senecionilretronecina) e B4 (7-0O-

Senecionilretronecina).
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Figura 27. Alcaléides presentes nas espécies estudadas (adaptado da classificacdao de
HARTMANN & WITTE, 1995)

De acordo com o resultado da analise estatistica (Grafico da Figura
28) observamos dois grupos, de espécies de Senecio, bem definidos:

No 12 grupo os APs mais comuns foram os macrociclicos
insaturados do Tipo Senecionina (Al), englobando cinco espécies
pertencentes a Secdo Corymbosi (CB), quatro pertencentes a Secéo
Hualtatini (H), duas pertencentes a secdo Adamantina (A) e uma espécie
pertencente a secao Cacaliastrum (C).

O 22 grupo englobando as espécies S.conyzifolius (Secao CB),

S.leptoschizus (Secao CB), S.paulensis (Secdao CB), S.icoglossus (Secao
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H), S.juergensii (Secao H), S.pulcher (Secdo H) e S.crassiflorus (Secao S)
apresentaram APs macrociclicos saturados do Tipo Platifilina (A2),
Figura 27.

Na espécie S.platensis (Secdo CB) foi identificada uma mistura de
APs dos Tipos Al e A2, com abundancias relativas de 52,2 e 47,8%,
respectivamente.

A espécie S.desiderabilis (Secao S) apresentou uma mistura de APs
do Tipo Triangularina (B), Subtipos Bl- Semecionilplatinecina (base
necina saturada) e B3- Semnecionilretronecina (base necina
insaturada) como mostrado na Figura 27.

Podemos observar que a espécie S.pellucidinervis (Secdo CB)
apresentou uma mistura de APs do Tipo A2, Bl e B3, sendo que
praticamente todos estio na mesma proporc¢ao.

As espécies S.glaziovii (Secao Tomentecio), S.grosidens (Secao
Hualtatini), S.macrotis (Sec¢ao Cacaliastrum) e S.oxyphyllus (Secéao
Corymbosi), apresentaram APs na forma de tracos, sendo impossivel o
calculo de suas abundancias relativas, uma vez que suas areas nao
foram registradas.

Nas espécies S.erisithalifolius (Secao H) e S.hemmendorffii (Secao
Paranaia), nao foi detectado nenhum tipo de AP.

A Secao Corimbosi se destacou por apresentar um maior nimero de
espécies (doze) com APs Tipos variados de APs, sendo que seis espécies
apresentaram apenas APs do Tipo Senecionina.

Na Secao Hualtatini, as espécies apresentaram APs dos Tipos Al e
A2.

Dentre as espécies de Senecio estudadas, a S.pellucidinervis (Secao
CB) foi a que apresentou uma maior variedade de APs: Tipo Platifilina
(AZ), Tipo Supinina (9-Senecionilplatinecina Bl e 9-

Senecionilretronecina B3).
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De acordo com os resultados da analise estatistica AAH (Distancia
Euclidiana, Método de Ward), foi possivel verificado que os APs foram
relevantes para estabelecer uma diferenca e uma similaridade entre as
espécies de Senecio estudadas, mostrando também que estes APs sao
consistente como marcadores quimicos servindo a proposta da divisao

deste género em seg¢does (HIND, 1993).
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Espécies de Senecio
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Figura 28. Dendograma da andlise de agrupamento de 22 espécies de Senecio e os Tipos

APs, encontrados.

A Tabela 17 apresenta os padroes de fragmentacao de

espectrometria de massas de impacto de elétrons (EM-IE) dos APs

encontrados nas espécies do géneros Senecio ¢ Eupatorium.

O cromatograma de ions totais (CIT) e os respectivos espectros de

massas dos APs presentes nos extratos de duas espécies de Senecio

estao apresentados, como exemplo, nas Figuras 29 e 30.
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Tabela 17. Fragmentagéo por impacto de elétrons (EM/IE) dos APs encontrados nas
espécies de Senecio e Eupatorium (TRIGO, 1993 e TRIGO et al. 1996).

APs m/z ( abundancia relativa, % )
Impacto de elétrons
Retronecina [M]+ 155 (18), 111 (52}, 94 (16), 80 (100)

Tipo Triangularina
(B1)

[M]+ 237 (40), 218 (<1), 154 (4), 138 (2), 137 (24), 136 (15), 124 (92),
111 (33), 106 (38), 94 (20), 83 (28), 80 (100), 68 (8), 55 (16), 53 (9).

Tipo Triangularina
(B2)

[M]+ 237 (1), 219 (<1), 193 (3), 155 (9), 154 (90, 139 (1), 138 (16), 137
(21), 136 (12), 126 (8), 120 (2), 108 (4), 94 (22), 93 (100), 92 (4), 83

(18), 80 (16), 67 (6), 55 (12), 53 (3)

Tipo Licopsamina
(c1)

[M]+ 299 (<1), 255 (<1), 254 (<1), 236 (6), 156 (7), 139 (35), 138 (97),
120 (9), 108 (3), 94 (63), 93 (100) 80 (18), 67 (13), 53 (8), 43 (30).

Iso- Licopsamina
(c6)

[M]+ 299 (5), 281 (7), 248 (4), 236 (6), 156 (46), 138 (52), 120 (51), 111
(65), 108 (40), 106 (55), 94 (35), 80 (100), 68 (15), 43 (70).

Tipo Licopsamina
(c4)

[M]+ 341 (20), 326 (1), 298 (10), 255 (25), 254 (15), 181 (6), 156 (3),139
(18), 138 (100), 137 911), 186 (12), 120 (10), 108 (3), 99 (7), 93 (81), 80
(12), 67 (10), 53 (5), 43 (38).

Tipo Supinina
(c2)

[M]+ 283 (<1), 268 (<1), 239 (<1), 140 (7), 123 (26), 122 (100), 121 (36),
120 (45), 108 (14), 93 (20), 80 (11), 70 (10), 53 (9), 43 (21).

Diidrolicopsa-mina
(ce)

[M]+ 285 (<1), 267 (3), 252 (2), 241 (1), 240 (3), 226 (1), 142 (51), 124
(100), 83 (26), 70 (9), 55 (23), 43 (16).

Monocrotalina

[M]+ 325 (<1), 282 (<1), 239 (3), 140 (3), 123 (20), 122 (100), 121 (40),
120 (48), 108 (12), 93 (20), 80 (9), 70 (8), 53 (6), 43 (25).

Diidrolicopsamina
(c9)

[M]+ 301 (ausente), [M]+-H20 283 (3), 268 (3), 258 (1), 257 (2), 256 (3),
240 (6), 158 (75), 140 (35), 120 (12), 122 (14), 114 (20), 97 (21), 96
(34), 95 (51), 82 (100), 70 (6), 69 (6), 55 (13).

Tipo Triangularina
(B3)

[M]+ 239 (<1), 156 (57), 139 (86), 113 (15), 108 (10), 83 (15), 82 (100),
55 (15).

Tipo Triangularina
(B4)

[M]+ 239 (5), 221 (10), 156 (2), 140 (10), 122 (11), 96 (40), 95 (100), 83
(10), 82 (90), 55 (20).

Tipo Platifilina
(A2)

[M]+ 353 (2), 324 (0,3) 282 (1), 242 (1), 227 (25), 180 (1), 154 (51), 138
(100), 122 (20), 82 (39), 43 (39).

Tipo Senecionina
(A1)

[M]+ 351 (ausente), 246 (8), 220 (20), 138 (30), 137 (18), 136 (98), 121
(30), 120 (100), 119 (84), 95 (38), 94 (58), 93 (70), 80 (20), 67 (10), 55
(12), 53 (15).
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Figura 29. Cromatograma (A) de ions totails (CIT) do extrato bruto
metanolico das inflorescéncias da espécie: Senecio brachypodus

e EM-IE ( *B e C) dos APs identificados.

* CIT com expansdo da escala
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CIT do Extrato bruto do Senecio pellucidinervis
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Figura 30. Cromatograma (A) de ions totais (CIT) do extrato bruto metanélic
extrato metandlico das inflorescéncias da espécie: Senecio

pellucidinervis e EM-IE (B e C) dos APs identificados.

S5.1.2 Identificacdo de APs em espécies de Eupatorium

Da mesma forma que para o Senecio, foram realizadas analises
estatisticas AAH (PIELON, 1984) em inflorescéncias de 87 espécies de
Eupatorium, a partir dos dados de abundancia relativas obtidos nas
analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrométria de

massas, como mostrado nas Tabelas 18 e 19.
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O Grafico da Figura 31, mostra os resultados das analises
estatisticas, onde podemos observar um 12 grupeo que engloba 32
espécies Eupatorium (listadas abaixo), que apresentaram

majoritariamente APs do Tipo Licopsamina (C1), Figura 27.

E.tanacetifolium E.clemotidium E.ganofilum
E.spathulatum E.bracteatum E.chlorolepis
E.riedel E.betoniciforme E.tweendieanum
E.paucidentatum E.amphydiotium E.odoratum
E.maximilianii E.vauthierianum E.capilaris
E.laevigatum E.itatiayensis E.sanctopaulensis
E . kleinioides E.purpurascense E.macrocephalum
E.intermedium E.myriocefalum E.macrophylum
E.erodifolium E.lundianum E.trixoides
E.coriaceum E.inulaefolium E.amiglalinum
E.congestum E.myrtiloide

O 2e grupo, engloba doze espécies de Eupatorium que apresentaram APs dos

Tipos Licopsamina (C1l) e Supinina (C2).

E.adamantinum E.bupleurifolium

E.asperrium E.campestre
E.thysanolepis E.barbacense
E.megacefalum E.vitalbae
E.velutinum E.laeterrens

E.ascende E.candleanum



Espécies de Eupatorium
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APs Tipo supinina (C2

12 Grupo - APs Tipo Licopsamina

Figura 31. Dendograma da andlise de agrupamento de 67 espécles de Eupatorium e os Tipos de

APs encontrados
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O 32 grupo engloba as espécies E.decumbens, E.squarulosum,
E.trigonum, E.oxilepsis e E.tectum, onde foram detectados
majoritariamente APs do Tipo Supinina (C2), como majoritario.

O 42 grupo, engloba apenas duas espécies: E.vernonia e
E.laetevirens, apresentou APs do Tipo Licopsamina (Cl) e Subtipo
diidrolicopsamina (C8).

O S2 grupo, englobando as espécies: E.subalternifolium e
E.sagittiferum, onde foram identificados misturas de APs dos Tipos
Licopsamina (Cl), Supinina (C2) e diidrosupinina (C7).

O 62 grupo engloba as espécies E.prasifolium e E.angustissimum,
também foram identificados mistura de alcaléides de quatro Tipos:

Licopsamina (Cl), Supinina (C2) e Triangularina (subtipos B1 e B3).

De acordo com a analise estatistica podemos observar no grafico
da Figura 31, que doze espécies Eupatorium nao pertencem a nenhum
grupo por apresentarem misturas de varios tipos de APs, como

mostrado abaixo:

E.totiafolium - APs Tipos C1, B1, B2 E B3
E.punctulatum - APs Tipos C1, Bl, ¢ B3
E.lingulaefolium - APs Tipos C1, C2, B1, B3 ¢ B4
E.inaefolium - APs Tipos C1 ¢ C8

E.costalipes - AP Tipo C8

E.subhastatum - APs Tipos Cl1 e C7
E.minasgeraensis - APs Tipo C7
E.hormonoides - APs Tipos C1, C7 ¢ B3
E.cinero verides - APs Tipos C1, C7 ¢ B3
E.ceracifolium - APs Tipos Cl e C7
E.squalidum - APs Tipos C2 e C7
E.calamocefalum - APs Tipos C1, C2, B2 ¢ B3.

S
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As analises cromatograficas, por CG-EM, revelaram que a
composicao quimica dos APs identificados nas espécies de Eupatorium
possui um perfil de similaridade, quando o padrao principal foi APs
do Tipo Licopsamina (Cl) monoésteres ou diésteres insaturados e
saturados. Entretanto APs do Tipo Triangularina (B) com
monoésteres ou diésteres saturados ( B1 e B2, M+ 239) e monoésteres
ou diésteres insaturados (B3 ¢ B4, M+ 237), Tipo Supinina e¢ Iso-APs
(Figura 27) também ocorrem em quantidades variaveis.

Dentre as espécies de Eupatorium, as que apresentaram uma

maior variedades de APs foram:

E.angustisimum E.santctopaulensis
E.calamocefalum E.tectum
E.campestre E.totiafolium
E.chlorolepis E.trixoides
E.ligulaefolium E.tweedieanum
E.macrocefalum E.velutinum

Algumas das espécies de Eupatorium estudas, apresentaram APs

apenas como tracos:

E.castatipes E.hirsutissimum
E.publeurifolium E.pyrifolium
E.gaudichaudianum E.squarulosum

E.hecatanthum
Das 87 espécies de Eupatorium analisadas, 13 espécies (listadas

abaixo) nao apresentaram nenhum tipo de APs.

E.crenulatum E.ostenii
E.dendroide E.palmari
E.dimorpholepis E.paulensis
E.laxum E.riedelii
E.molissimum E.refescens
E.multifidium E. serratum

E.nemularia
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Utilizando o padrao de APs foi possivel realizar uma analise
estatistica AAH (Distancia Euclidiana, método de Ward), para as
espécies de Eupatorium, estabelecendo uma distribuicdao mais
consistente e segura entre as mesmas, e também verificar que esta se
ajustava com a classificacido de HARTAMANN & WITTE (1995).

Nas Figuras 32 e 33, estdo apresentados os cromatogramas de
ions totais (CIT) e os espectros de massas dos APs presentes no

extrato bruto de duas espécies de Eupatorium.
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Figura 32. Cromatograma *(A) de ions totais (CIT) do extrato bruto metanolico
das inflorescéncias da espécie: Eupatorium subhastatum e EM-IE

(B e C) dos APs identificados.

* CIT com expansédo da escala
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CIT do Extrato bruto do Eupatorium vitalbae
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Figura 33. Cromatograma (A) de ions totais (CIT) do extrato metanolico

das inflorescéncias da espécie: Eupatorium vitalbae e EM-IE
(B e C) dos APs identificados.

95



Resultados e Discusséao 96

S5.1.3 Identificacdo de APs em Heliotropium indicum

Infusdes da planta toda (mistura de todas as partes da planta),
da raiz e das folhas foram preparadas e analisadas qualitativamente
quanto a presenca de APs.

Na Tabela 20 estao descritos os resultados destas analises.

Tabela 20. Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de APs em H.indicum.

fndice de retengdoc (IR) de van denm DOOL e KRATZ, massa molecular
(M+) e abundancia relativa (%).

Abundincia relativa (%)

*APs M+ IR Planta toda Raiz Folhas
Iso-indicina 299 2114 **0,50 trago **1.50
Indicina 299 2144 45,00 **51,47 75,30
Tipo Licopsamina 299 2153 29,50 tracgo 6,00
Tipo Licopsamina 299 2162 17,00 48,53 17,20
Tipo Licopsamina 299 2230 8,00 traco -

*, Estruturas mostradas na Figura 27

**, Abundéncia Relativa

O extrato bruto aquoso das folhas apresentou majoritariamente
APs monoésteres Tipo Licopsamina.

No extrato bruto aquoso da raiz foram detectados os APs
Indicina (C3) e um AP Tipo Licopsamina (C) em quantidades
relativamente iguais, com abundancia relativa de 40 a 50%.

O extrato bruto agquoso da planta toda apresentou, além dos trés
alcaloides ja citados, um outro Tipo Licopsamina.

O AP Iso-Indicina foi detectado em quantidades baixas tanto na
planta toda quanto na raiz.

O extrato bruto das inflorescéncias de Heliotropium indicum,
apresentou majoritariamente o AP Indicina, cujo cromatograma de
ilons totais (CIT) e o espectro de massas estao apresentados na

Figura 34.
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CIT do Extrato bruto do Heliotropium indicum
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Figura 34. Cromatograma (A) de ions totails (CIT) do extrato bruto metanolice das

inflorescéncias de Heliotropium indicum e EM-IE (B) do AP identificado.

5.1.4 Identificacdao de APs em Heliotropium transalpinum

Os resultados das analises realizadas por cromatografia gasosa
e espectrometria de massas dos extratos das folhas, sementes e
caule estao apresentados na Tabela 21.

O extrato das folhas de Heliotropium transalpinum apresentaram
um derivado acetilado do AP Supinina, seguido de outro do Tipo
Licopsamina. Também foi identificado um AP monoéster acetilado na
posicao €3 com abundancia relativa de 40%.

No extrato das sementes foram identificados quatro tipos de
alcaloides, um Tipo Supinina (C2), um derivado acetilado Tipo

Supinina (C2), um Tipo Licopsamina e por fim um derivado
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acetilado da Licopsamina, cada um com abundéancia relativa
praticamente equivalentes (20%).

O extrato do caule apresentou seis tipos de alcaléides, sendo
que os mais abundante sdo do Tipo Supinina, seguido de um
derivado da Supinina acetilado na posicdo C3 e de trés APs
minoritarios.

Tabela 21. Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de APs em H. transalpinum. Massas

molecular ( M+), Indice de Retencio (IR) de van den DOOL & KRATZ e
abundéncia relativa (% ).

Abundidncia relativa (%)

*APs M+ IR Folhas Sementes Caule
Subtipo supinina 2837 2019 - **23,79 -
Subtipo supinina ? 2031 - - **32.,30
Subtipo supinina ? 2038 - - 28,14
Subtipo 3'0OAc-supinina 325 2087 **32,00 - -
Subtipo 3'Oac-supinina 325 2099 - 28,79 -
Subtipo 3'Oac-supinina 325 2115 - - 20,10
Tipo Licopsamina 299 2198 - - 4,5
Tipo Licopsamina 299 2214 26,20 - -
Tipo Licopsamina 299 2224 - 21,42 5,07
Subtipo 7'OAc-Licopsamina 341 2259 trago - -
Subtipo 3'OAc-Licopsamina 341 2272 41,80 26,63 -
Subtipo 3'OAc-Licopsamina 341 2285 - - 9,89

*, Estruturas mostradas na Figura 27

** Abundancia Relativa

O cromatograma do extrato bruto e espectros de massas dos APs
detectados nos extratos da planta Heliotropium transalpinum estao

apresentados nas Figuras 35.
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EM-IE (B, Ce D) dos APs presentes em Heliotropium transalpinum.

Figura 35. Cromatograma ions totais-CIT (A) do extrato bruto metanoclico e
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S.1.5 Identificacdo de APs em Ageratum conyzoides

O resultado da analise quantitativa, através do método
colorimétrico, realizada nos extratos das inflorescéncias, folhas,
caule e em amostra comercial (planta toda moida) de Ageratum
conyzoides esta descrito na Tabela 22. O extrato das inflorescéncias
apresentou uma maior quantidade de alcaldides totais em relacio as
outras partes da planta.

Foram realizadas analises qualitativas, por CG-EM nas infusées
preparadas a partir das inflorescéncias, folhas, caule, raiz e da
planta toda. Os resultados sdo mostrados na Tabela 23.

A infusdo das inflorescéncias apresentou cinco tipos de
alcaloides: um Tipo Triangularina, sugerimos ser o AP 9-O-
Senecioilretronecina (B3), a Licopsamina (C1) e trés AP do Tipo
Licopsamina (C).

O caule apresentou apenas um tipo de alcaléide, um derivado
acetilado da Licopsamina.

O extrato da raiz apresentou sete tipos de APs, dentre estes um
diéster aberto (C9), como majoritario.

O extrato da planta toda apresentou APs do Tipo Triangularina
(B) e do Tipo Licopsamina (Cl), como majoritario.

Os cromatogramas de ions totais e o espectro de massas dos APs
encontrados no extrato da planta Ageratum conyzoides estiao

apresentados nas Figuras 36.

Tabela 22. Andlise colorimétrica de APs em Ageratum conyzoides.

Partes da planta pg APs /g *
Inflorescéncias 359
Folhas 35
Caule <5
Amostra comercial 1898

* Peso seco da planta



Tabela 23. Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de APs em Ageratum conyzoides. Massa molecu lar (M+),indice

de retencdo, e (IR ) de van den Dool & Kratz e Abunddncia relativa ( Ab.R % ).

Abundéncia relativa (%)

*APs M+ IR inflorescéncias ‘Folhas Caule Raiz Planta toda
Tipo Triangularina 237 1805 **16,91 - trago **4 63 -
Tipo Triangularina 237 1874 - - B - 27,44
Tipo Licopsamina? 239 1925 9,49 - trago - -
Tipo Licopsamina? 239 1952 18,15 **72,33 - - E
Subtipo Supinina ? 1964 trago - - = E
Subtipo Supinina 283 1990 - - - 5,69 -
Subtipo Supinina ? 2017 trago - - trago -
Subtipo diidrosupinina 285 2124 - - trago - -
Tipo Licopsamina 299 2162 5,62 27,67 trago - 18,33
Licopsamina 299 2174 49,83 - . %
Tipo Licopsamina? 299 2184 - trago trago 2,72 54,23
Tipo acetil 3'OH-Licopsamina 341 2278 - - *%100,00 - -
Subtipo diidrosupinina ? 2282 - - z 7,71 :
Subtipo diidrosupinina ? 2339 - - - trago -
Subtipo supinina ? 2344 - - - trago -
Subtipo diidrosupinina ? 2373 . - - 15,34 :
Diéster aberto ? 2483 - - - trago -
Desconhecido ? 2487 - - - 9,57 -
Diéster aberto ? 2498 - - - 34,09 -
Diéster aberto ? 2516 - - 2 trago =

* Estruturas mostradas na Figura 27

** Abundéncia Relativa
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CIT do Extrato bruto do Ageratum conizoides
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encontrados.
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5.1.6 Identificagdo de APs em espécies de Crotalaria

A analise qualitativa por CG-EM dos extratos metanolicos das
sementes de Crotalaria mostrou APs do Tipo Senecionina [A], do
Tipo Triangularina [B] e do Tipo Monocrotalina [D] de acordo com

a classificacdo adaptada de HARTMANN & WITTE (1995).

Crotalaria lanceolata

No extrato bruto metanélico das sementes de Crotalaria
lanceolata foi identificado, através dos padrdes de fragmentacao um
AP monoéster com a base necina saturada (M+ 213, IR 1579), um AP
Tipo Triangularina (M+ 237, IR 1821) e um alcaléide macrociclico
1,2-insaturado, Usaramina (M+ 351, IR 2554) que posteriormente foi

isolado e caracterizado por RMN!H e RMN13C.

Crotalaria spectabilis

O extrato bruto metandlico das sementes da Crotalaria
spectabilis apresentou majoritariamente o AP Monocrotalina (M+
325, IR 2266). Esse alcaldide foi isolado e a confirmacgédo estrutural
foi feita com base em seus espectros de RMN em 1D (RMN!H,
RMN13C, DEPT) e 2D (HETCOR e COSY) e comparac¢édo com os dados
da literatura (RIZK, 1991).

Crotalaria junceae

A analise por CG-EM do extrato bruto metandlico das sementes
de Crotalaria junceae mostrou a presenca de sete alcaldides:
Usaramina, Integerrimina, Retronecina, um Tipo Senecionina, um
Tipo Triangularina e dois APs de estrutura desconhecida. Desta

planta foram isolados os APs Integerrimina e Usaramina. A Figura
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37, mostra o cromatograma de ions totais com os respectivos EM-IE
dos APs do Tipo Senecionina e¢ do Tipo Triangularina, identificados

nos extratos das espécies de Crotalaria estudadas.

CIT do Extrato bruto da Crotalaria lanceolata
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Figura 37. Cromatograma (A) de ions totais (CIT) do extrato bruto metanolico e
EM-IE (B e C) dos APs do Tipo Senecionina e do Tipo Triangularina

presentes nas espécies de Crotalaria.
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5.2 Isolamento e Caracterizacdo de APs para Utilizacdao nos

Testes Toxicologicos.

O isolamento e a caracterizacdo de APs extraidos de plantas
envolve numerosas técnicas e metodologias de separacao, uma vez
que estes compostos existem em extratos de plantas como mistura de
diastereoisomeros e isomeros geométricos, requerendo assim técnicas
extremamente laboriosas e especiais. Uma ampla revisao
bibliografica sobre metodologias de extragcdao, separacao e
identificacdo de APs foi realizada por MATTOCKS (1986); RIZK &
HUSSINEY (1991).

A técnica fundamental utilizada neste trabalho, para
identificacdo e caracterizagédo estrutural dos APs, foi a cromatografia
gasosa capilar-espectrometria de massas (CG-EM) utilizando-se
padroes. Em seguida foi realizado isolamento dos APs que ocorrem
em grande quantidade em algumas plantas e sua elucidacao
estrutural através dos métodos fisicos RMN em 1D (RMN!H, RMN13C,
DEPT) e 2D (HETCOR e COSY) comparando-se com os dados da

literatura.

Monoésteres Indicina e Licopsamina

A analise do extrato bruto (planta toda) metandlico do
Heliotropium indicum por técnicas cromatograficas, TLC e CG-EM,
apresentou majoritariamente o AP Indicina (Figura 38).

A Indicina foi isolada e purificada por cromatografia em coluna
empacotada com silica gel impregnada com NaOH O0,1N, conforme
descrito por MOHANRAJ et al. (1981). O eluente utilizado foi
cloroférmio, e posteriormente foram utilizadas quantidades
crescentes de metanol. O alcaléide foi obtido como um 6leo amarelo,

e a analise de seu EM-IE foi consistente com a fragmentacao (m/z
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299, 254, 156, 138 e 93) de APs que possuem esse tipo de

estrutura. A estrutura foi confirmada através da comparacao dos
dados espectrais de RMN!H com os dados da literatura (OGAWA et
al., 1993) como mostra a (Tabela 24, Figura 39). O espectro de
RMN!H mostra sinais caracteristicos de um éster da base
Retronecina em & 5,96 (1H, dl, H-2) e 4,27 (1H, sl, H-7), e de um
éster do acido necico em § 4,06 (1H, d, J= 7, H-3'), 1,16 (3H, d,

J=6,4; H-4') e 6 2,13 (1H, sept, H-5').

Ay

14 IApLL
<

= Indicina
: 2'R, 3'S

Figura 38. TLC do extrato bruto metanolico [planta toda) do Heliotropium
indicum e a estrutura da Indicina.

Tabela 24. Deslocamentos quimicos de RMN-1H (300 MHz, CDCl;) da Indicina.

Formula: Ci1sH2sNOs Dados da I.lt-e-t'l.ﬁ-ﬁ_lfi; RMN!'H (270 HMz,
Wasan; 299 CDCls). Tetrahedron:49(8),1571-1578,1993.
- e : — -~ e

Posigio ppm) J(Hz) | & ippm J (Hz]
2 i (d1) - - 5,94 (sl) - -
3a 3,20-3,40 (dd)  5,8; 13,1} a5 iay . WA 150
3p 3,91 (d) 13,1 . sery 15,8
5a 2,67-2,74 (m) - - A5 -
5p 3,12-3,27 (m) - 3,30 (m) - =
6a 1,90-2,11 (m) . - Lo 6,3
6p 1,90-2,11 (m) - . 1,9-2,1 (m) - -
7 4537 (s1) - 430 -
8 4,14 (s1) - - 421 (s) -
9a 4,59 (d) 12,5 e 4!60 ‘d] : el 12_!»9 :
9B 5,09 (d) 12,5 L 5,12 (d} - : : 12, .
2’ - . _ - -
3’ 6,4 4,05 _42{_ 8.8

\ 6,4 1,19 (¢ = s

R ! r % " -

S e | esas e
6' (CH 0,93 (d) 7,0 0,93 {; !

& =cu:'} 0,96 (d) 7,0 0,96 (d) 6,9
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-

Figura 39. RMN!H da Indicina.

O alcaléide Licopsamina foi extraido da planta Ageratum
conizoides e purificado do mesmo modo que a Indicina.

A identificacao deste AP foi realizada somente por CG-EM
através da comparacdo com o padrao de referéncia, isolado
anteriormente por TRIGO, (1993). A analise do EM-IE (Figura 40)
mostrou a fragmentagéo padrao ( m/z 299, 254, 138, 137, 93) para

este tipo de estrutura.
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Figura 40. EM de IE da Licopsamina.

Macrociclicos (12-membros) Integerrimina e Retrorsina

Os APs Integerrimina e Retrorsina (Figura 41) foram isolados da
planta Senecio brasiliensis. Ambos foram obtidos como cristais e sua
analise por CG-EM (Figuras 42 e 43) foi consistente com a

fragmentacdao de APs macrociclicos do Tipo Senecionina.
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Figura 41. Estruturas da Integerrimina e da Retrorsina.
s(B666) Scan 23.657 min. of DATA:CA.IGM1.D
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Figura 42. EM de IE da Integerrimina.
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Figura 43. EM de IE da Retrorsina.

A Retrorsina foi identificada somente por CG-EM, através da

comparacao com padrao.
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A estrutura do AP Integerrimina foi confirmada através dos
dados de RMN!H e 13C (Tabela 25 e Figura 44 e 45), comparados
com os dados da literatura (WIEDENFELD, et al., 1979; JONE et al.,
1982; ROEDER, 1990 & LOGIE et al., 1994). A analise completa dos
espectros de RMN!H e 13C foi acompanhada por uma analise de

espectros 2-D homo e heteronuclear (Figuras 46, 47 e 48).

Tabela 25. Deslocamentos quimicos de RMN!H (300 MHz, CDCl3) e 13C (75 MHz,
CDCls) da integerrimina,

Formula: C1:sH2s5NOs | Dados da Literatura: :
Massa: 335 * Phytochemistry 37({1)43-109,1994
** Phytochemistry 29(1)11-29,1999

1H 13Q 1] "1_3(; ]

Posicéo S (ppm) J (Hz) S (ppm) | &irpw} e S {ppm)

1 - . 131,9 : ' ST U

2 6,22 (d) 1,8 137,0 : ,22- - 136,4

3a 3,40 (dd) 16,0 62,6 3,89 62,2

3p 3,94 (d) 16,0 s 3,93 ===

Sa 2,58 {m] - 53,0 - ::3{53 : ' &3.2

58 3,26 (t) 8,1 = - 323 . -

6a 2,11 (m) -18,0 33,6 | 2,08 | 33 8

6P 2,41 (m) 4,0 S 1 __

7 5,02 (m) 1,8; 4,0- 75,5 5,01 '7&,4

8 4,31 (m) - 77,2 4,29

9a 4,12 (d) 11,7 60,8 el

98 5,43 (d) 11,7 - 5,42

11 5 - 178,6 =

12 - - 76,6 | = -

13 175 (m) - 39,3 1,75 |

14a 1,70 (m) £ 1,96

14p 2,21 (dd) 13,6; 10,0 | 29,4 . 2,20

15 A 5 134,1 -

16 (C-carbonila) - - 169,5 -

18 (CHa) 1,33 (s) - 24,9 1,33

19 (CHa) 0,92 (d) 7,0 11,5 0,92

20 C de dupla sm (a) 7,0 1835,6 | 6,52

21 (CHa) 1,75 (d) 7,0 13,9 . 1,758

*. RMN'H (300 MHz, CDClg)
** RMN13C (CDCl3)
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Figura 44. RMN!H da Integerrimina em CDClz a 300 MHz.
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Figura 45. RMN!3C da Integerrimina em CDCls; a 75 MHz.
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Figura 46. RMN!3C (DEPT) da Integerrimina em CDCls a 300 MHz.
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Figura 48. HECTOR (!H-13C) da Integerrimina em CDCls a 300 MHz.
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APs N-6xidos: Indicina, Integerrimina e Retrorsina

Os APs Indicina-4-6xido, Integerrimina-4-6xido e Retrorsina-4-
oxido foram obtidos através de uma oxidacdo dos respectivos APs

terciarios, com o acido metacloroperbenzéico (Esquema 4).

Indicina N-oxido

A Indicina-4-6xido foi obtida a partir da oxidacio (com 95% de
rendimento) do AP Indicina (Esquema 4), isolado da planta
Heliotropium indicum.

A mistura reacional foi purificada em coluna empacotada com
silica gel, utilizando-se como eluente cloroférmio e quantidades

crescentes de metanol. Obteve-se 70mg de um 6leo de cor amarela.

i S
(E)H ( m-CPBA ) / acetona
TO ambiente 2 h
sob agitacao
Indicina 95% de rendimento

Indicina-4-oxido
2'R, 3'S

2'R,3'S

Esquema 4. Oxidacfo da Indicina ( OGAWA, et al., 1993).

A comparacao dos dados de RMN!H e 13C (Tabela 26; Figuras 49
e 50) com os dados da literatura (OGAWA et al., 1993), confirmou

que o composto obtido através da reacao foi a Indicina-4-6xido.
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Tabela 26. Deslocamentos quimico de RMN-'H (300 MHz, DMSO)] e 13C (75 MHz,
DMSO) da Indicina-4-dxido.

Formula: CisH22NO0¢ M“ ﬁl’-&-lbmu' =
Massa: 315
1H i3g
Posicdo 5 (ppm) J (Hz) 5 (ppm
1 = -
2 5,84 (s) -
3a 3,65 (m) -
3B 3,77 (m) - -
5a 2,62 (m) - 69,1
5B = ] ar
6a 2,03 (m) - 32,0
6B : . -
7 4,12 (q) 7,0 69,7
8 4,45 (sl) - 55,8
9a 4,58-4,88 (m) - 61,6
9B 5,10 (d) 13,6 -
1 - - 175,1
2 ) = 83,9
3' 4,12 (q) 7,0 70,0
4 1,17 (d) 6,2 16,7
5 1,91 (q) 7,0 29,7
6' 0,92 (d) 7,0 14,1 0,96 (d)
7 0,96 (d) 7,0 17,5 0,92 (4}

+, RMN!H (270 MHz, CDCls)
** RMN!3C (67,89 MHz, CDCls).
Os dados de 13C, da literatura, apresentados na Tabela 26 sdo para Indicina na

forma livre.

O espectro de RMN13C da Indicina na forma de N-6xido mostra
sinais em & 132,5 ¢ &8 122,7, os quais indicam a presenca de dupla
ligacao entre os carbonos C-1 e C-2. Os sinais em 8§ 69,7 (C-7), &
69,1 (C-5) e 8 32,0 (C-6) indicam a presenga de um éster da base
necina heliotridina. Observando os espectros de 13C da Indicina -4-
6xido e da Indicina terciaria verificamos uma diferenca entre os
sinais em & 122,7 (C-8) ¢ 8 77,0 (C-3), que pode ser explicada pela
proximidade do O, para o caso dos APs monoésteres. Outra diferenca
siginificativa € a presencga do sinal em & 95,8 (C-8), caracteristico

para APs na forma de N-6xido (ASIBAL et al., 1989; RITZ, 1991).
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Figura 49.

RMN!'H e 13C da Indicina-4-éxido em CDCls a 300 e 75 MHz,
respectivamente.
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Figura 50. RMN!3C (DEPT) da Indicina-4-6xido em CDCl; a 75 MHz.

Integerrimina-4-6xido

A Integerrimina-4-6xido foi obtido a partir da oxidacdo do AP
Integerrimina, isolado de Senecio brasiliesis, na forma de um dleo,
com rendimento de 90%.

Os dados espectrais de RMN!H do AP Integerrimina-4-6xido
foram comparados com os dados do isémero geométrico Senecionina-
Z (forma terciaria-WIEDENFELD et al., 1979; JONES et al., 1982 e
ROEDER, 1990), cujos dados estdo apresentados na Tabela 27 e
Figura 51.
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Tabela 27. Deslocamentos quimicos de RMN'H (300 MHz, CDCl3 e 13C (75
MHz, CDCl3) da Integerrimina N-éxido.

Formula: C1sH2506¢
Massa: 335

Posicdéo 5 (ppm)

2 6,26 (s)
3a 4,52 (sl)
3p -

5a 3,90 (m)
5p 3,60 (m)
6a 2,96 (m)
6p 2,40 (m)
7 5,49 (m)
8 4,83 (d)
98 4,21 (d)
12 -

13 -

l4a 2,23 (dd)
148 1,96 (d)
18-CHs 1,34 (s)
19-CHs 0,92 (d)
20 CH; 670 (q)
21 1,78 (d)

* Os dados de RMN!H (360 MHz, CDCI13), apresentados na Tabela acima

sdo do AP Senecionina-4-6xido.

A diferenca entre os isémeros geométricos (Z/E), na forma
terciaria, pode ser constatada no espectro de RMH!H, através do H
do carbono C-20, onde observa-se um sinal em & 5,71 para o AP
Senecionina e Retrorsina (ambos configuracdo Z) e § 6,50 para os
APs Integerrimina e Usaramina (ambos configuracdao E). Quando
esses isomeros estdo na forma de seus respectivos N-6xidos os
valores aumentam em & 5,81 para Senecionina-4-é6xido, & 5,83 para
Retrorsina-4-6xido € 8 6,70 para Integerrimina-4-é6xido (RIZK, 1991;
LOGIE, et al., 1994. Outros sinais os quais serviriam para
diferenciar as configuracées Z e E, desses isdomeros, sio menos
caracteristicos, devido a sua ocorréncia em zonas fortemente

sobrepostas.
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Figura 51. RMN!H da Integerrimina-4-6xido em CDCLs a 300 MH=z.

Retrorsina-4-oxido

A estrutura do AP Retrorsina-4-6xido (Figura 52) foi confirmada

com base nos seus dados de RMN'H e 13C (Tabela 28 e Figuras 52 e
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53, respectivamente). Estes dados foram comparados com dados da
literatua (WIEDENFELD et al., 1979; JONES et al., 1982; ROEDER,
1990 & LOGIE et al.,, 1994). A analise dos espectros foi

acompanhada por uma analise do espectro de 13C DEPT (Figura 54).

Tabela 28. Deslocamentos quimicos de RMN-1H (300 MHz, MeOD) e 13C (75 MHz, MeOD)
da Retrorsina-4-é6xido.

Formula: C1sH2sNO7 Dados da Literatura
Massa :367 * Phytochemistry 37(1)43-109, 1994,
['* Phytochemistry {29) 1:11-29, 1990.

1H 13¢ i1H 13¢

Posicdo 8 (ppm) J(Hz) 3(ppm) S(ppm) S{ppm)

1 . - 129,7 - 133,4

2 6,12 (sl) - 136,4 6,28 141,1

3a 4,68 (d) 5,1 78,02 4,81 80,2

3p - - 4,67 -

5a 2,50 (m) - 68,7 3,68 70,9

58 - - - 4,04 -

6a 2,12 (dl) 14,0 2,47 35,3

6B 2,50 (m) - 2,97 -

7 - - 5,48 76,7

8 - - 494 e W 4

9q 4,16 (d) 12,0 4,21 62,5

9p 5,50 (d) 12,0 5,51 -

11 = - 178,0

12 - = - . 84,8

13 1,78 (m) . 1,80 38,5

14a 1,78 (m) 13,0 1,80 40,1

14p 2,17 (d) - 2,18 -

15 g & - 131,2

16 g - » 171,1

18 rex - - 8,68 69,1

2 3,74 o

19-CHa 0,71 (d) 7,0 084 13,6

20 8,83 (q) 7,0 5,84 _ 134,5

21-CHs 1,78 (d) 7,0 1,86 17,5

* RMN1H (CDCls)
** RMN!3C (67,89 MHZ, D20)

*** O sinal do solvente se sobrepde aos sinais do composto
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Figura 52. RMN!H da Retrorsina-4-6xido em CDCls a 300 MHz.
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140 120 100 80 60 40 20

Figura 54. RMN13C (DEPT) da Retrorsina-4-é6xido em CDCl; a 75 MHz.
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Base Retronecina

A Retronecina e o Acido integerrinecico, foram obtidos a partir
do AP Integerrimina, através de uma reacao de hidrdolise com
rendimentos quantitativos (Esquema 5) (MOHANRAJ et al., 1982;
MATTOCKS, 1986). Geralmente, esta hidrélise gera como produto
final a base retronecina e uma mistura dos Acidos Integerrinecico
lactona e o Integerrinecico.

Apbés a reacao obteve-se uma goma de cor marrom, que foi
purificada por cromatografia em coluna de silica gel, usando como
eluente cloroformio e metanol.

A Retronecina foi obtida como um 6leo amarelo. A analise de seu

EM (Figura 55) foi consistente com a fragmentacao de APs deste tipo.

=(218) Scan 9.298 min. of T
1801 1
881 ge
£
E 601 11
. I S \
:g . /'/ fi.® X \I
T g ! | r . 1 124 138 178
: o ! Jr“:' 3i=|||=:|, IIIII! 1 !! |i s ol |!| i / : /‘ I :
e 80 180 120 140 160
------ Massa/Carga -

Figura 55. EM-IE da Retronecina.




19
H H
ﬂ : m“ 18
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nﬁmuuc \.m. Hi— m,/|ﬁ Hj

NaOH 10%
950C 24 h

sob agitacdo
Base necina

Integerrimina

90 % de rendimento
+

) N %, COOH

HOOC H

0 0O

*
sCO,H

Acido integerrinecico lactona Acido integerrinecico

Esquema 5. Hidrélise da Integerrimina (MOHANRAJ et al., MATTOCKS, 1986).
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O mecanismo de fragmentacdo da Retronecina € mostrado no
Esquema 6. O ion m/z 138 corresponde a [M-OH|+, e o m/z 124
corresponde a [M-CH,OH]+. A clivagem homolitica entre C7 e C6 do
ion molecular (m/z 155 ) leva o ion a m/z 111. A perda de OH leva o

ion am/z 94 e a perda de CH20H leva o ion a m/z 80 (pico base).

base retronecina

Esquema 6. Fragmentacdo da base Retronecina ( Neuner Jehle et al; 1965).

Os dados de RMN!H e 13C da Retronecina estao descritos na
Tabela 29 e mostrados nos espectros das Figuras 56 e 57. A analise
dos espectros foi acompanhada por uma analise do espectro de 13C
DEPT (Figura 58). Estes dados foram comparados com os dados de
WIEDENFELD & RODER (1991), ROEDER et al. (1992), MOYNEUX et
al. (1982); ROEDER (1990).
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Tabela 29. Deslocamentos de RMN-1H (300 MHz, CDCls) e 13C ( 75 MHz,
CDCls ) da Retronecina

Formula: CsHi15NO2

Dados da Literatura

Massa: 155 *J.Chem.Research (8)330-331, 1980
**Phytochemistry, 21(2):439-443, 1982

1H 13¢ 1H 13¢

Posicédo 5 (ppm) J (Hz) 3 (ppm) S (ppm) $ (ppm)

1 - - 137,8 - 137,8

2 5,70 (s) - 127,5 5,75 (d) 127,2

3a 3,43 (dd) 15,4 61,8 3,36(dq) 61,9

3B 3,87 (d) 4,0; 15,4 - 3,80(dd) -

5a 2,76 (m) 7,7 54,0 2,66(m) 54,2

58 3,26 (t) d g 3,17(m) 5

6a 1,90-2,03 (m) - 35,1 2,00(m) 35,3

6p - - - - -

7 4,34 (m) 11,7 71,0 4,39 (m) 71,0

8 4,11 (m) - 79,4 4,14 (m) 79,4

Sa 4,28 (m) - 58,6 4,24 (dl) 58,6

9p - - - - -

* RMN!H (100 MHz, D,0)

** RMNI13C (25,03 MHz, CDCls)

O espectro de '3C mostra sinais em & 137,8 e 127,5, os quais

indicam

uma insaturacao

entre

carbonos

e C-2,

respectivamente. Os sinais em 8§ 79,4 (C-8) e 71,0 (C-7) indicam a

presenca da base necina (MOLYNEUX et al., 1982).
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==

Figura 56. RMN'H da Retronecina em CDCls a 300 MHz.

Figura 57. RMN!3C da Retronecina em CDCls a 75 MH=z.
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Figura 58. RMN13C (DEPT) da Retronecina em CDCls a 75 MH=z.

Acido Integerrinecico

Apo6s a separac¢do da base Retronecina a fase aquosa resultante
da reacao de hidrélise foi acidificada com HCIl e os acidos foram
extraidos com éter etilico. A purificagcao da fase etérea, em coluna
cromatografica empacotada com silica gel, forneceu 30mg do Acido
Integerrinecico Lactona, que foi caracterizado por EM-IE (Figura 59),
RMN!H (Figura 60) e 13C (Figuras 61 e 62), cujos dados estdo
apresentados na Tabela 30.

As atribuicdes dos sinais nos espectros RMNIH , 13C e DEPT
foram realizadas com base nos dados de literatura (SILVERSTEIN et

al., 1991).
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Figura 59 EM de IE do Acido Integerrinecico Lactona.

Tabela 30. Deslocamentos de RMN-1H (300 MHz, CDCls) e 13C (75 MHz,

CDCl3) do Acido integerrinecico lactona.

Formula: C10H1404
Massa :198,21

1H isC

Posicdo 3 (ppm) J (Hz)

1 6,79 (q) 7,2; 14,3

2 3 ~

3 & =

4 < &

5 - -

6 3,15 (s) -

7 2,10 (d) 8,3

8 1,83 (dd) 15,0; 8,4

9 1,62-1,69 (d) 7,2

10 1,21 (d) 7,2

11 0,66 (d) 7,2

O espectro de 13C mostra sinais em 8 179,5 e 171,6, referentes

as carbonilas (C-4 e C-9) e os sinais em & 141,8 e 130,4 indicando os

carbonos quaternarios (C-5 e C-10).



Resultados e Discussao 130

Acido integerrinecico lactona

Figura 60. RMN!H do Acido integerrinecico lactona em CDCl: a 300 MHz.
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Figura 61. RMN!3C do Acido integerrinecico lactona em CDCls a 75 MHz.
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Figura 62. RMN13C (DEPT) do Acido integerrinecico lactona 75 MHz.
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5.3 Isolamento e Caracterizacao de Outros APs

Além dos APs isolados para os testes toxicologicos, tambem
foram isolados outros APs presentes em algumas espécies.

A cromatografia de camada delgada (Figura 63) e a analise dos
dados obtidos por CG-EM (Figura 64) do extrato bruto metanolico
(0,5g de alcaloides totais) das folhas de Eupatorium laevigatum,
revelou a presenca de dois pares de diastereoisomeros: Amabilina,
Supinina, Equinatina e Rinderina. Estes APs ja foram isolados

anteriormente por TRIGO et al., 1993.

1.Supinina; 2's, 3R 3.Equinatina: 7S5
2. Amabilina: 2's 3's 4.Rinderina: 7S, 3'R

Figura 63. Cromatografia de camada delgada (CCD) do extrato bruto metandlico
das folhas de Eupatorium laevigatum e os APs identificados por CG-
EM.
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Figura 64. Cromatograma de ions totais do extrato bruto das folhas de

Eupatorium laevigatum.

Estes compostos foram separados por cromatografia em coluna
empacotada com alumina neutra ¢ como eluente foi wusado
cloroférmio e quantidades crescentes de metanol. Os compostos
isolados foram eluidos seguindo a ordem mostrada na Figura 63.

As fracdes recolhidas foram analisadas por CCD e reunidas em

quatro fragdes principais como mostrado na Tabela 31.

Tabela 31. Fracdes extraidas do extrato bruto das folhas
de Eupatorium laevigatum.

3 |[Alcalélde -
el e e et e R Ty

Supinina
Amabilina
Rinderina N-éxido

Equinatina N-6xido

Dos quatro compostos isolados somente a Equinatina foi
caracterizada. Esse alcaléide foi obtido na forma de N-o6xido como
um 6leo. Sua caracterizacao foi realizada atraves da analise dos
dados espectrais RMNIH e 13C (Tabela 32) e comparados com OS
dados da literatura (ASIBAL et al., 1989; RITZ, 1991, LOGIE et al.,
1994).
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al., 1994). Os espectros de RMN!H e 13C da Equinatina-4-6xido estao
apresentados nas Figuras 65 e 66, respectivamente.

A presenca desse AP na forma de N-6xido, sugere que a reducao
do extrato bruto, com zinco, para transformar os APs N-6xidos em
APs livres foi incompleta.

O espectro de RMN!H da Equinatina-4-6xido é similar ao seu
correspondente na forma terciaria (Equinatina) mostrando uma
diferenca na regiao de § 2,6-4,6. Quanto ao espectro de RMNI3C, a
diferenca fundamental esta no carbono C-8 com § 96,6. Para
Equinatina na forma livre esse valor seria em § 79,6 (ASIBAL et al.,
1989). A analise completa dos espectros de RMN!H foi acompanhada
por uma analise de DEPT (Figura 67).

Tabela 32. Deslocamentos quimicos de RMN-1H (300 MH=z, DMSO) e !3C (75 MHz,
DMSO) da Equinatina N-éxido.

Formula: C15sH25NOs
Massa: 315

1H 1ag
Posigéo 6 (ppm) J (Hz) &6 (ppm)
1 - - 135,2
2 5,67 (sl) - 120,0
3a 4,38 (sl - 77,0
3p = - =
5a 3,64 (m) = 69,4
5p 4,07 (m) < £
6a 1,92-2,02 (m) - 32,5
6p - - -
7 5,17 (sl) - 70,5
8 5,17 (sl) - 96.6
9a 4,66 (d) 13,9 60,0
9p 5,08 (dd) 13,9 -
1 - - 174,3
2’ - - 84,9
a3 3,90 (q) 6,6 73,4
4 1,30 (d) 6,6 16,6
5' 2,18 (qd) 6,6 32,1
6' 0,92 (d) 6,6 17,9
T 0,87 (d) 6,6 15,2

*. RMN1H (300 MHz, CDCls)
**. RMN!3C (100 MH=z, CDCls)
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Equinatina-4-6xide: 78, 3'S
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Figura 65. RMN!H da Equinatina-4-éxido em CDClz a 300 MHz.
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Figura 67. RMN13C ( DEPT) da Equinatina-4-éxido em CDClz a 75 MH=z.
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Usaramina

A analise inicial dos extratos brutos metandélicos das sementes
de Crotalaria lanceolata, Crotalaria spectabilis e Crotalaria junceae
por CG-EM, revelou a presenca dos APs Integerrimina, Usaramina,
um monoéster saturado de estrutura desconhecida e a
Monocrotalina. Estes APs foram isolados, caracterizados e suas
estruturas confirmadas de acordo com a comparacdao com os dados
da literatura (MOLYNEUX et al.,, 1982; RIZK, 1991 & LOGIE et al.,
1994).

O AP Usaramina foi isolado das sementes Crotalaria lanceolata,
através de cromatografia em coluna empacotada com silica gel,
utilizando-se como eluente cloroféormio e metanol. O alcaldide (30mg)
foi obtido na forma de cristal e purificado em placa preparativa
usando-se como eluente cloroférmio, metanol e hidréxido de aménia
(92,5:7:0,5). Apés a purificacdo o AP foi caracterizado por CG-EM
(Figura 68) , RMN'H (Figura 69), RMN!3C (Figura 70) e DEPT (Figura
71). Os dados (Tabela 33) foram comparados com dados da literatura
(MOLYNEUX, 1982; ROEDER, 1990; RIZK, 1991) confirmando assim

a estrutura do AP.

Scan 2684 (32.466 min): EXTS.D

| I USARRMINE
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- [ T1] 7

et VR 20

A, [l e oo | 2% e 210 2 207 30 s

T 1 1 % i 1 T 1 T T T

nz-> 40 B0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Massa/Carga

Figura 68. EM-IE do AP Usaramina.
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Tabela 33. Deslocamentos quimico de RMN-1H (300 MHz, CDCl3) e 13C (75 Mz, CDCls)
da Usaramina.

Formula: Ci1sH2sNOe Dados da Literatura
Massa: 351 * Phytochemistry, 37(1):43-109, 1994 -
** Phytochemistry, 29(1):11-29, 1990 _
1H 13¢ 1Hq 130
Posicdo 6 (ppm) J (Hz) 5 (ppm) | & (ppm} J {Hz) 8 {ppm])
1 = . 181,7 4 - 131,7
2 6,20 (s) . 137,3 6,21 (d) 6,8 136,6
3a 3,39 (dd) 15,0; 5,0 62,5 3,33 - - 62,5
3B 3,94 (d) 16,0 - 3,89 - -
5a 2,57 (m) - 52,9 2,48 - 52,9
58 3,24 (t) 8,0 - 3,20 - - 2
6a 2,06-2,14 (m) - 33,5 | 2,09 - 33,7
6B 2,40 (m) - 2,33 - -
7 4,99-5,03 (m) 1,8 75,6 5,01 {m) - 75,5
8 4,30 (sl) - 76,9 4,22 - 76,9
9q 4,17 (d) 11,7 61,3 4,09 {d) 11,7 61,2
9B 5,45 (d) 11,7 - 5,42 (d) 11,7 -
11 - - 176,0 - - 175,6
12 - - 81,2 - - 81,3
13 1,75 (d) 7,0 36,6 1,64 < 36,8
14a 2,05 (dl) 13,0 29,5 1,71 . 29,3
148 2,20 (dd) 13,0; 10,0 - 2,16 - -
15 - - 133,6 - - 133,49
16 % - 169,83 | . - 168,9
18c 3,65 (d) 11,0 66,3 3,87 = 67,1
188 3,76 (d) 11,0 - 3,68 - -
19-CH3s 0,86 (d) 7,0 12,3 4 (d) 6,5 12,3
20 &5% (q) 6,9 135,9 8,50 (q) 6,8 138,7
21-CHs 1,85 (d) 6,9 13,9 1,75 {dd) 6,8:0,9 14,2

* RMN'H ( 200 MHz, CDClas)
** RMN!3C (200 MHz, CDCl3)

O sinal em & 6,54 (C-20), no espectro de RMN!H é caracteristico

do macrociclico Usaramina (configuracao E- LOGIE et al., 1994)).
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Figura 69. RMN!H da Usaramina em CDCIls a 300 MH=.
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Figura 70. RMN!3C da Usaramina em CDCl; a 75 MHz.
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Figura 71. RMN3C ( DEPT ) da Usaramina em CDCls a 75 MH=z.
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Além do AP Usaramina, a analise do extrato bruto metanodlico
por CG-EM das sementes Crotalaria lanceolata revelou a presenca de
um AP (mancha marcada com um circulo na CCD, Figura 72), cuja
provavel estrutura esta mostrada na Figura 72 . Foi obtido 10mg
desse composto na forma de uma goma branca, cuja identificacao foi

feita por GC-EM, Figura 73.

OH

Figura 72. Cromatografia de camada delgada do extrato bruto metandlico da
das sementes de Crotalaria lanceolata e a provdvel estrutura do
AP isolado deste extrato.

Ton 124.08 vaw. froe DATAPLTRIPLL. U
= 11.’.1l ‘Er_’?_ru E 2@3 mair il
irJF" ] ’_.v".l N
i :—'—""_-. P 1]_“’
= o ST I 124 |
E et | | 1
= o [ |
g T -C {l 1||.l:.-a
= - 7 | [elades
= 4id C I ki i -y
<§ l[ |1i 9“’ ioua RS 8.5 13
= Al ! [ 1403 {rT ann 3
e T T
e 4 i : | 1l / 4 /! |
- i _-HH“ Inﬂii,l 1.”1{!' Iul‘ljlilrl{ Iul_pluI ‘ulnh TREIR 1 ’ —h— ety i Ty
s 8@ 188 120 140 1BB 18D 240
Mass/Lharge

Figura 73. EM-IE do AP de estrutura ndo definida.

O composto foi enviado para analise de RMN!H. Entrtanto, nao

foi possivel confirmar com seguranc¢a a sua estrutura quimica. O
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espectro mostrou a presenca de uma mistura. Os deslocamentos
quimicos mostravam ser o AP apresentado na figura 72, porém os
dados da metade até o fim do espectro mostrava uma outra
estrutura. Devido a pouca quantidade do material nao foi possivel
repetir a analise para uma caracterizacéo mais completa, ficando em

aberto para estudos posteriores.

Monocrotalina

A analise inicial do extrato bruto metanélico das sementes de
Crotalaria spectabilis por CG-EM mostrou a presenca majoritaria do
AP Monocrotalina (Figura 74). O isolamento deste AP foi realizado
por meio de cromatografia de adsorcdo em silica gel, usando-se como
fase mével CHCls e quantidades crescentes de MeOH.

O alcaléide (80mg) foi obtido como um pé de cor amarela, sendo
caracterizado por RMN!H (Figura 74), 13C (Figura 75). A analise
completa dos espectros RMN!H e 13C foi acompanhada por uma
analise de espectros 2D homo e heteronuclear (Figuras 76, 77 e 78,
respectivamente).

Os dados de RMN!H e 13C (Tabela 34) foram comparados com
dados da literatura (MOLYNEUX, 1982; ROEDER, 1990; RIZK, 1991

& LOGIE et al., 1994), confirmando assim a estrutura do alcaléide.
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Tabela 34. Deslocamentos quimicos de RMN-1H (300 MHz, CDCls) e 13C (75 MHz, CDClj)

da Monocrotalina.

Formula: CisH23NOs

Dados da Literatura:

Massa: 325 * Phytochemistry, 37(1):43-109, 1994 .
** Phytochemistry, 29{1}:11-29, 1990

1H 3¢ IH 130

Posicéo 8 (ppm) J (Hz) 5 (ppm) 5 (ppm) J {Hz) 8 {ppmj

1 - z 132,7 - - 132,3

2 6,04 (s) - 134,3 6,04 134,2

3a 3,89 (dl) 16,0 60,5 3,48 60,4

3B 3,47 (dd) 16,0; 5,5 - 3,91 -

5a 3,17 (dd) 9,0; 5,5 53,6 3,22 53,7

5p 2,58 (q) 9,0 S - =

6a 2,05-2,09 (m) - 33,5 2,09 33,8

6B - - - =

7 5,04 (m) - 75,1 5,06 74,6

8 4,40 (m) - 76,6 4,39 76,8

9q 4,68 (d) 11,9 61,3 4,69 61,3

9 4,89 (d) 11,9 - 4,91 -

11 . - 174,0 - 174,8

12 3 = 78,7 - 78,6

13 - = 76,7 - 77,7

14a 2,79 (q) - 44,3 2,80 44,2

14B - - - - -

15 2 = 173,5 = 174,3

16 - : . . -

17 (CHa) 1,35 (s) - 21,9 1,35 22,4

18 (CHa3) 1,43 (s) - 17,6 1,45 18,2

19 (CH3) 1,21 (d) 7.1 13,6 1,22 14,3

* RMN1H (300 MHz, CDCl3)

** RMN13C (25,03 MHz, CDC3, D20, CsDsN)
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Figura 74. RMN!H da Monocrotalina em CDCls; a 300 MH=z.
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Figura 76. RMN3C (DEPT) da Monocrotalina em CDCI; a 75 MHz.
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Figura 78. HETCOR (1H-13C) da Monocrotalina em CDCls a 75 MH=z.
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5.4 TESTES DE TOXICIDADE

Este estudo compreende a analise dos dados toxicologicos de
uma substancia quimica com o objetivo de classifica-la
toxicologicamente e, ao mesmo tempo, obter informacoes a respeito
de seus efeitos, da forma concreta de seu emprego € do modo como
estes podem ser utilizados sem causarem danos ao ser humano.

Os dados toxicolégicos sdao informacgdes obtidas através da
experimentacao em animais de laboratorio ou atraves de registros
de casos de intoxicacodes ocorridas em seres humanos.

Os testes de avaliacao de toxicidade podem ser divididos em
duas categorias. A primeira inclui aqueles testes destinados a
avaliar os efeitos gerais da substancia sobre os animais de
experimentacao, e os testes diferem entre si de acordo com a
duracdo e a extensdo com que os animais sao criticamente
avaliados, e sdo divididos em (BRITO, 1994):

1. Teste de Toxicidade Aguda (dose simples), avalia o efeito
danoso que se produz dentro de um curto periodo de tempo e que
resulta da administracao de uma dose unica ou de varias doses de
uma substancia em um periodo de 24 horas, com observacao atée 14
dias.

2. Teste de Toxicidade Aguda (doses repetidas), avalia o efeito
nocivo de doses repetidas resultante da acdo ou do aumento da
concentracao da substancia administrada.

3. Teste de Toxicidade Subcrénica (trinta a noventa dias, apos
a ingestdo da substancia), € utilizado para verificar o efeito nocivo
que se produz no animal de experimentacao, resultante da
administracdo repetida e diaria da substancia administrada,
considerando-se o acumulo no organismo e consequente aumento
de sua concentracdo; este teste fornece informacées acerca dos
riscos potenciais para a saude, resultantes da exposicao, de
preferéncia oral, de doses repetidas de uma dada substancia em

um periodo limitado de tempo (30 a 90 dias).
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4. Teste de Toxicidade Crénica (trés meses a um ano, apoés a
ingestao da substancia); este estudo fornece informacoes acerca
dos riscos potenciais para a saude, resultantes de uma exposicao
oral de doses repetidas de uma dada substancia, a curto e a longo
prazo, e informacgdes adicionais sobre 6rgao-alvo, possibilidades de
efeitos acumulativos e informacées iniciais de seguranca
concernentes a exposicao da substancia teste para o homem.

A segunda categoria de testes refere-se aqueles designados
para avaliar, com detalhe, tipos especificos de toxicidade. Dentre
estes, podemos citar os testes para avaliar a teratogenicidade,
mutagenicidade, ensaios para determinar os efeitos sobre a
capacidade de reproducao, ensaios para determinar a capacidade
dos agentes de provocarem tumores, isto ¢é, ensaios de

carcinogenicidade (LOOMIS, 1975).

5.4.1 Teste de Toxicidade Aguda - Exame Anatomopatolégico
Grupo A. Controle

Os exemplares do grupo controle (A) apresentaram, apo6s o
experimento, o figado com a estrutura hepatica tipica comumente
observada para um rato de figado normal, com coloracdo vermelho

rubro e a superficie lisa (Figura 79, Prancha 1).

Grupos B (Licopsamina e Indicina), D (Indicina N-oxido), F

(Retronecina) e G (Acido Integerrinecico).

As observacdes preliminares macroscépicas do figado dos
exemplares dos grupos B, D, F, e G (que receberam alcaléides
puros) apresentaram, ap6s o experimento, caracteristicas

macroscopicas idénticas aquelas descritas para o grupo controle A.
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Grupo C. APs Diésteres Macrociclicos

Neste grupo, foram detectadas as primeiras alteracoes
macroscopicas a partir dos sub-grupos C2, C3, C4, C7, C8, C9 ¢
C10. Alguns figados se apresentaram congestos, com uma cor
escura distribuida por toda superficie do 6rgao (Figura 80, Prancha
1). Outras alteracoes foram caracterizadas pela presenca de uma
coloracao esbranquicada e rugosa nas bordas dos lobulos, e pontos
enegrecidos distribuidos esparcamente por toda a superficie do
orgao (Figura 81, Prancha 1).

Podemos observar também, um certo comprometimento do
baco, apresentando alguns pontos brancos espalhados na

superficie do 6rgao (Figura 81, Prancha 1.):
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Grupo E. N-6xidos Macrociclicos

As alteragées macroscépicas observadas neste grupo, tanto
para a Integerrimina quanto para a Retrorsina N-o6xido, comecaram
a ser evidenciadas logo nos primeiros dias da administracdao. Essas
alteracdées foram caracterizadas pela presenca de necrose
hemorragica. Apés 28 dias da administracdo dos alcaléides o figado
apresentou a superficie irregular, idéntica aquela observada para
os exemplares do grupo C (Figura 81, Prancha 1). Nestes animais
também foi observado um quadro de ascite bem evidente.

Os exemplares do sub-grupo E3 (Integerrimina N-o6xido 70
mg/kg) também apresentaram ascite. Os figados estavam
entumecidos e esbranquicados.

Todos os exemplares do sub-grupo E4 (Integerrimina N-é6xido
210,6 mg/kg) evoluiram a 6bito no decorrer do experimento,
tornando impossivel a coleta de todos os orgaos devido ao

canibalismo.

5.4.2 Teste de Toxicidade Crénica - Exame Anatomopatolégico

Os resultados das observacdes dos testes de Toxicidade
Cronica realizados com infusdes das plantas Ageratum conizoides,
Heliotropium indicum, Heliotropium transalpinum, Eupatorium
laevigatum e Senecio brasiliensis, onde constam observacoes

comportamentais e anatomia patolégica, estdo descritos abaixo:

Grupo H

A infusdo preparada apartir da planta (toda) Ageratum
conyzoides, foi usada na dose de 1g/kg.
Neste periodo ndo ocorreram mortes e/ou sinais de disfuncao

organica (diarréia, convulsdes, salivacdo) aparente. Convém
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ressaltar que os APs presentes nesta planta pertencem a classe dos

monoésteres, considerados menos toxicos quando comparados com

APs macrociclicos e seus N-6xidos (MATTOCKS, 1986).
Provavelmente este teste necessite ser prolongado, para que

possa se verificar algum tipo de alteracao no figado.

Grupo I
Sub-grupo I1 e I2

Heliotropium indicum (folhas com inflorescéncias) foi testado na
forma de infusao nas doses de 0,5 e 1,0 g/kg. Na dose de 0,5 g/kg, a
avaliacdo macroscépica nao revelou nenhum tipo de alteracao no
figado dos exemplares.

Na dose de 1,0 g/kg, os animais apresentaram alguns sinais de
disfuncao organica, como diarréia e perda de peso em virtude da
falta de apetite. Macroscopicamente os figados se apresentavam
friaveis, de coloracao vermelho intensa. Nao houve morte no decorrer

do experimento.

Grupo J. Heliotropium transalpinum
Sub-grupo J1 e J2

Heliotropium transalpinum (folhas com caule) foi testado na
forma de infusao utilizando-se duas doses (0,5 e 1 g/kg). A avaliacao
macroscopica do figado dos exemplares, nas doses citadas acima,

nao revelou nenhum tipo de alteracao.

Grupo K. Senecio (extrato bruto)

O extrato na forma de infusdao das folhas secas de Senecio
brasiliensis foi testado na dose de 0,5g/kg. Durante o experimento,
quase todos os animais evoluiram a 6bito. Neste grupo os animais

apresentaram elevada diminuicao de peso, uma grande apatia
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acompanhada de diarréia. Os exemplares deste grupo apresentaram
caracteristicas hepaticas macroscépicas idénticas as descritas para
os grupos C e E, (APs puros) ou seja o figado se mostrou
hemorragico, congesto e escuro. Um quadro de ascite também foi

observado.

Grupos L. Eupatorium laevigatum (extrato bruto)

Sub-grupo L1 e L2

Este teste foi conduzido nas doses de 0,5 e 1,0 g/kg do extrato
bruto, quando foram observadas alteracées no comportamento dos
animais tais como estresse e apatia; outros aspectos observados
foram a falta de apetite e o amolecimento das fezes. Apesar do
quadro acima nenhum animal foi a 6bito durante o experimento.

Quanto ao exame macroscépico o figado dos exemplares
apresentou manchas escuras distribuidas por todos os lébulos
hepaticos.

Entre os extratos das plantas estudadas no teste de toxicidade
cronica o que se mostrou mais toéxico e letal para ratos foi o Senecio
brasiliensis, seguido do Eupatorium laevigatum.

As lesbes macroscopicas observadas no decorrer dos testes de
Toxicidade créonica correspondem aquelas descritas por BARNES et
al., (1964) & CULVENOR et al. (1976a), quando estes administraram

APs puros e extratos de plantas, por via i.p.
5.4.3 Exame Histopatolégico
Grupo A. Controle
O aspecto microscopico do figado dos ratos do grupo (A)

(controle), se apresentou com a tipica estrutura histologica

observada para um rato normal (Figura 82, Prancha 2).
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Grupo B. APs Monoésteres (Esteres da Retronecina)

Sub-Grupo Bl e B2. Licopsamina (14,9 e 29,9 mg/kg)

O monoéster Licopsamina foi testado nas doses 14,9 e 29,9
mg/kg. Todos os exemplares destes sub-grupos apresentaram o
figado com caracteristicas histologicas idénticas aquelas observadas

e comentadas para o grupo controle (A).
Sub-Grupo B3 e B4. Indicina (14,95 e 29,9 mg/kg)

Os exemplares que receberam o alcaloide Indicina nas doses de
14,95 e 29,9 mg/kg, nao apresentaram alteragoes hepaticas, tanto
de células parenquimentosas quanto do estroma.

Torna-se aparente que os APs monoésteres apresentam
toxicidade baixa ou intermediaria como € o caso dos APs
Licopsamina e Indicina. Portanto ha necessidade de testes com doses
mais altas por um periodo mais longo. Os dados apresentados estao
de acordo com as observacdes descritas por CULVENOR et al. (1976a)
quando da administracdo por via i.p (dose de 3,2 MMols/kg) do AP

monoéster Intermidina, em ratos machos adultos.
Sub-Grupo B5. Indicina (59,8 mg/Kkg)

No figado dos exemplares deste grupo foi possivel detectar, tanto
nos machos quanto nas fémeas, uma sutil diferenca dos hepatocitos
da zona 1. Estes hepatocitos apresentaram intensa eosinofilia
citoplasmatica (Figura 83, Prancha 2) e células em degeneracdo cuja

ocorréncia foi maior nas zonas 2 e 3.
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Sub-Grupo B6. Indicina (119,6 mg/kg)

Apés um més em observacao constatou-se alteracoes no limite
celular do figado destes exemplares: nucleos de cromatina e focos de
células vacuolizadas. Em alguns exemplares observou-se tambeém
desarranjos dos corddes de hepatocitos, células em degeneracao
acometendo principalmente a zona 1, e por fim perda do limite
celular (Figura 84, Prancha 2).

De acordo com MATTOCKS (1981a) um dos fatores que pode
influenciar a hepatotoxicidade destes compostos é a solubilidade,
uma vez que a passagem das substancias quimicas de natureza
protéica e lipidica, através da membrana celular é determinada pela
sua maior ou menor lipossolubilidade. Devido a diminuicao da
lipossolubilidade e conseqiiente aumento das propriedades
hidrofilicas ou polares, alguns APs como a Indicina e Licopsamina
apresentam alta solubilidade em agua sendo facilmente excretados,

diminuindo assim seu efeito hepatotoxico.
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Figura 82. Figado de ratos Wistar do grupo controle A, onde os
hepatocitos apresentam aspecto semelhante nas zonas 1,
2 e 3 (estrela) e sinusoides (S) normais. Coloracao HE

(512x)

Figura 83. Figado de rato Wistar do sub-grupo B6, onde é possivel
observar células com intensa eosinofilia citoplasmatica

atingindo as zonas 2 e 3 (estrela). Coloracdao HE (320x).

Figura 84. Figado do mesmo animal (Foto anterior), com células
degeneradas entre células normais. Detalhes da zonas 2

e 3 (seta cheia). Coloracao HE. (512x),
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Grupo C. APs Diésteres Macrociclicos ( ésteres alilicos )

Sub-Grupo C1l. Integerrimina (27,86 mg/Kk)

O figado dos exemplares, tanto das fémeas quanto dos machos,
tratados com a Integerrimina naquela dose apresentou megalocitose
muito evidente e algumas células em processo de degeneracao,
dispersas entre células aparentemente normais. Observou-se também
uma discreta hemorragia no espago porta e alguns capilares
congestos .

Neste sub-grupo o figado de dois exemplares machos apresentou
proliferacdo ductal (Figura 85, Prancha 3) e hepatoécitos
megalociticos de nucleo pleomoérfico (Figuras 86, Prancha 3 e 87,
Prancha 4). Em algumas areas observaram-se focos inflamatoérios e
grande quantidade de células com megalocitose, caracterizando um

efeito hepatotoxico mais completo.

Sub-Grupo C2. Integerrimina 33,5 mg/ksg

O figado destes exemplares apresentou edema no espago porta,
hepatécitos com nucleos e citoplasma volumosos, sendo que alguns
sinusoides se mostraram congestos, e células perisinusoidais
contendo pigmentacdo enegrecida. Nesta dose observou-se ainda
grande quantidade de hepatécitos megalociticos, raras células
anaplasicas, com nicleo pleomérfico e areas de proliferacao ductal.

Em termos gerais ndo houve diferencas marcantes entre as
doses de 27,86 mg/kg e 33,5 mg/kg.
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Figura 85. Fotomicrografia de figado de rato do sub-grupo C1 (dose
de 0,08 MMols), onde observa-se grande quantidade de
hepatécitos megalociticos (seta curta), raras células
anaplasicas (seta vasada) e ainda area de proliferacao

ductal (seta dupla). Colora¢do: HE (512x).

Figura 86. Detalhe da Figura 85, na qual pode-se comparar a
morfologia dos hepatécitos aparentemente normais
(cabeca de seta), com os que apresentam megalocitose

(seta longa). Coloragédo: HE (512x).
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LEGENDAS PRANCHA 4

Figura 87. Fotomicrografia de figado de rato do sub-grupo C1. Nesta
figura observa-se células anaplasicas com nucleo
Pleomorfico em figado de ratos tratados com a dose 0,1
MMols/kg de Integerrimina. Comparar com os hepatécitos
aparentemente normais (seta longa). Coloracao Tricrémico

de Gomori (1470x).

Figura 88. Figado de rato do sub-grupo C3 tratado com a dose 0,8
MMols/kg de Retrorsina, onde foi possivel diagnosticar
necrose macica. Notar o maior comprometimento das
zonas 2 e 3 (estrelas), embora a zona 1 ja se mostre

comprometida (estrelas). Coloracao HE (1470x).
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Sub-Grupo C3. Integerrimina (44,23 mg/kg)

Os exemplares deste sub-grupo, além das células em
degeneracio, apresentaram também vasos congestos, e
eventualmente edema no espacgo porta. Nas areas mais preservadas
os hepatocitos apresentaram microvacuolizacdo citoplasmatica,
conferindo um aspecto esteatéotico ao o6rgado. Portanto, todo o
parénquima foi comprometido, em maior ou menor grau, com o
emprego deste alcalédide. Detectou-se ainda raras células
anaplasicas. Fechando o quadro, a maioria dos ratos que receberam
esta dose exibiram necrose hepatica nas zonas 2 e 3 (Figuras 88,

Prancha 4 e Figura 89, Prancha 5).

Sub-Grupo C4. Integerrimina (55,76 mg/kg)

Com esta dose, o processo necroéotico evoluiu, observando-se
necrose hepatica macica. Ainda com relacdao a esta dose, convém
ressaltar que 50% dos exemplares evoluiram a o0bito antes do
término do experimento.

A observacao de células anaplasicas e proliferaciao de células
ductais, no caso dos exemplares que receberam pequenas doses
deste AP, sugere um possivel efeito hepatocarcinogénico. De fato,
varios APs, como a Senecionina, por exemplo, tém sido referidos

pelos seus efeitos hepatocarcinogénicos (MATTOCKS, 1986).

Sub-Grupo CS5. Retrorsina (8,76 mg/kg)

A maioria do figado dos exemplares do sub-grupo C5, Retrorsina
apresentou caracteristicas histolégicas idénticas aquelas observadas
para o grupo controle (A). Porém, em alguns exemplares, os

hepatocitos se mostraram bastante volumosos.
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Sub-Grupo C6. Retrorsina (17,55 mg/kg)

Nesta dose alguns exemplares apresentaram raros hepatocitos

com aumento de volume nuclear e algumas células em degeneracéo.

Sub-Grupo C7. Retrorsina (35,1 mg/kg)

Neste sub-grupo foi possivel detectar necrose hepatica,
atingindo as zonas 2 e 3, semelhante ao observado no sub-grupo C3.
Observou-se maior quantidade de hepatécitos com alteracoes
nucleares, micro e macro vacuolizacdo citoplasmatica sendo que
estes hepatécitos apresentaram pigmentos acastanhados em seu

interior.

Sub-Grupo C8. Retrorsina (70,2 mg/kg)

Com a administracido desta dose os hepatocitos da zona 1
apresentaram degeneracao hidrépica, mantendo-se evidente necrose

das zonas 2 e 3.

Sub-Grupo C9. Retrorsina (140,4 mg/kg)

A partir desta dose os exemplares exibiram um nitido
comprometimento dos hepatécitos da zona 1, sendo que o quadro
necrotico evoluiu muito, evidenciando-se necrose hepatica macica e
intensa hemorragia (Figura 90, Prancha 5)

De forma similar ao ocorrido com os exemplares tratados com
elevadas doses de Integerrimina, no grupo que recebeu a dose 140,4
mg/kg de Retrorsina, 80% dos exemplares evoluiram a 6bito no
periodo de 24 horas, caracterizando um quadro de toxicidade super-

aguda.
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Sub-Grupo C10. Retrorsina (280,8 mg/kg)

Todos os exemplares deste sub-grupo apresentaram necrose
macica, com todas as areas periportais comprometidas, sendo que a
maioria dos exemplares evoluiu a 6&bito antes do término do
experimento.

O é6bito dos exemplares tratados com doses elevadas destes APs,
antes do término dos experimentos foi certamente, decorrente da
necrose hepatica macica, onde o figado nédo mais apresentava

condicbes de desempenhar suas fungdes normais.

o
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Figura 89. Observa-se nesta figura, sub-grupo C3, degeneracao
hidropica dos hepatécitos da zona 1 (seta vazada) e necrose
das zonas 2 e 3 (%), em figado de ratos tratados com a 0,2
MMols/kg. Coloracio: HE (512x]).

Figura 90. Figado de rato sub-grupo C9 tratado com a dose de 0,8
MMols/kg, de Retrorsina, onde foi possivel diagnosticar
necrose maci¢ca. Notar um maior comprometimento das zonas
2 e 3 (*), embora a zona 1 ja se mostre comprometida (seta
vazada). Coloragao: HE (512x).
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Os esteres da Retronecina por serem soluveis em lipidios (APs
lipofilicos), s@ao mais suscetiveis a ativacdao pelas enzimas
microssomais do figado, formando assim grande quantidade de
metabolitos pirrolicos; o que pode conferir alta toxicidade aos APs
macrociclicos (CULVENOR et al., 1976a; MATTOCKS, 1981a).

Em vista destes dados, foi possivel confirmar a variabilidade

toxica existente entre os APs.

Grupo D. Monoésteres N-6xidos
Sub-grupo D1, D2 e D3. Indicina N-éxido (7,88; 63,0 e 252 mg/kg)

As unicas alteracdes observadas em alguns exemplares deste,
foram figuras de mitose com relativa freqiiéncia, areas com
vacuolizacdo citoplasmatica e raros hepatécitos em degeneracao.
Com estas, doses os efeitos nao chegaram a caracterizar um quadro
de hepatotoxicidade e também nenhum animal evoluiu a é6bito, no

periodo de 28 dias.

Grupo E. Macrociclicos N-6xidos

Sub-Grupo E1l. Integerrimina N-6xido (8,76 mg/kg)

Nesta dose, os exemplares apresentaram, em alguns lébulos,
células em degeneracao entremeadas por hepatocitos
aparentemente normais. Estas células em degeneracao sao mais
freqlientes na zona 1. Além das células em degeneracao, detectou-
se hepatdcitos com nucleo vacuolizado, e aumento da basofilia

citoplasmatica.

Sub-Grupo E2. Integerrimina N-é6xido (70,2 mg/kg)

Apo6s vinte e oito dias de tratamento detectou-se em alguns
exemplares focos de células baséfilas, células megalociticas com

algumas areas do citoplasma vacuolizados. Observou-se também
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proliferacio ductal em areas de ceélulas megalociticas, espacos
porta mostrando eosinofilos proximos as paredes dos vasos. Alguns
animais apresentaram ainda o figado congesto com proliferacao
ductal evidente e, em alguns lébulos, a zona 3 apresentaram

necrose.

Sub-Grupo E3. Integerrimina N-6xido (210,6 mg/kg)

Neste sub-grupo, todos os exemplares evoluiram a oObito no
decorrer do experimento, e nao foi possivel realizar analise

histopatolégica de nenhum figado.

Sub-Grupo E4. Retrorsina N-6xido (9,16 mg/kg)

Com a administracao desta dose foi possivel observar grandes
hepatécitos megalociticos, distribuidos principalmente nas zonas 2 e
3. Em alguns exemplares observou-se ainda variado grau de
degeneracao celular, areas constituidas de hepatoécitos com
citoplasma intensamente vacuolizado cujo o nucleo freqlientemente

apresentou inclusées (Figura 91 e 92 , Prancha 6)

Sub-Grupo E5. Retrorsina N-6xido (18,35 mg/kg)

Em relacdo a esta dose, observou-se variacao das células em
degeneracao de animal para animal, onde alguns apresentaram
vacuolizacdao perinuclear, cé€lulas em degeneracao e infiltrado
mononuclear entre os hepatécitos. Além deste quadro houve

exemplares que se apresentaram com 0O orgao esteatoético.
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Figura 91. Figado de rato do sub-grupo E4, tratado com a dose de
0,05 MMols/kg de Retrorsina-4-6xido, onde se observa

células magalociticas em degeneracao (seta curta).
Coloracao: HE (512x).

Figura 92. Fotomicrografia (mesmo tratamento da Figura acima
onde observa-se mais detalhes de células megalociticas e

degeneracao hidrépica (cabeca de seta). Coloracao:
Tricromero de Gomory (1470x).
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Sub-Grupo E6. Retrorsina N-é6xido (36,7 mg/kg)

O quadro mais freqiiente nestes exemplares foi megalocitose.
Observou-se também vacuolizacio citoplasmatica, necrose das
zonas 2 e 3, sendo que o figado de alguns exemplares apresentaram

células anaplasicas e degeneracao celular em alguns lébulos.

Sub-Grupo E7. Retrorsina N-6xido (220,2 meg/ko)

Todos os exemplares deste sub-grupo foram a 6bito no decorrer
do experimento, e ndo houve a analise histopatologica dos figados,
devido ao canibalismo.

De acordo com os resultados descritos acima, APs
macrociclicos na forma de N-6xidos também sdo téxicos para ratos.
Segundo HARTMANN & WITTE (1995), a toxicidade dos APs N-
oxidos, advém da facilidade com que estes sio reduzidos pelas
enzimas do trato gastrointestinal, sendo possivelmente absorvidos
como APs terciarios. Assim, nao existe diferenca no potencial téxico
entre APs na forma livre quanto na forma de N-o6xido, quando

administrados por via oral.

Grupo F. Base Retronecina
Sub-Grupos F1, F2 e F3 (7,75;15,5 ¢ 31,0 mg/kg)

Aparentemente andlise histopatolégica do figado destes
exemplares, submetidos ao teste agudo com a base Retronecina
nestas doses nao revelou alteracdes hepaticas, mantendo-se o
figado com as mesmas caracteristicas histolégicas correspondentes

aquelas comentadas para o grupo controle (A).
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Sub-Grupo F4 e Sub-Grupo F5. Retronecina (62,0 ¢ 248, 0 mg/kg)

A maioria dos exemplares destes sub-grupos apresentou figado
cujas caracteristicas histoléogicas corresponderam aquelas descritas
anteriormente para o grupo controle (A). Porém, em alguns
exemplares, foram detectadas raras células em degeneracao e

aparente acimulo de pigmentos acastanhados em células de Kupffer.

Grupo G. Acido Integerriminico (39,6 mg/kg)

O figado dos exemplares deste grupo apresentou o mesSmo
aspecto microscopico descrito para o grupo controle (A), exceto para
dois exemplares fémeas, onde foram detectadas algumas celulas em
degeneracdo com aumento da acidofilia citoplasmatica, sendo que a
estrutura hepatica estava preservada. Apenas um animal do sexo

masculino apresentou figado com algumas células em degeneracao.

5.4.4 DLso e Curva Dose-Resposta

A curva dose-resposta representa a forma de se obter a dose
letal para 50% dos animais de experimentacao. Esta dose, conhecida
como DLso é aquela dose da substancia que produz a morte de 50%
dos animais. Este valor é obtido estatisticamente (LOOMIS, S/DATA).

Com os testes de Toxicidade Aguda (dose unica) descritos
anteriormente foi possivel determinar a DLso (Tabela 3) e tracar
também a Curva Dose-Resposta (mortalidade x concentra) para os
APs Integerrimina (Figura 93), Retrorsina (Figura 94), Integerrimina
N-6xido (Figura 95) e Retronecina (Figura 96) a partir da

administracao por via oral de uma unica dose destes APs.
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Tabela 35. DLso de Alguns APs administrados por via oral em ratos Wistar (macho e

fémea)
AP = |  DLso | DLso Tempo de observaciao
j. | (mg/kg/pe) |(mmols/kg)|  (Dias)
Retrorsina [~ 33,43 0,01 18
Integerrimina 46,98 0,14 1-5
Integerrimina N-Oxido 66,81 0,19 1-7
Retronecina 209,5 1,40 1-20

Conforme os valores da DLso listados na Tabela acima e grafico
da curva dose resposta (Figura 93), podemos verificar que o AP
Retrorsina, mostrou-se téxico logo nos primeiros dias da sua
administracao.

A Integerrimina administrada nas doses de 0,16 e 0,2 MMols/kg
nao apresentou uma diferenca significativa, uma vez que a taxa de
mortalidade foi a mesma para as duas doses (Figura 94 B)
mortalidade. No caso da Integerrimina-4-6xido, quase todos os
animais foram a 6bito com administracdo da dose de 0,6 MMoles/kg
(Figura 95 B). Os exemplares que receberam doses da base
Retronecina apresentaram mortalidade, a partir da dose de 0,8
MMols/kg (Figura 96 B).

De um modo geral foi observada uma variacdao de toxicidade
entre os APs, em funcado da sua estrutura quimica, sendo mais
toxicos os diésteres macrociclicos da Retrorsina e os menos téxicos,
0s monoeésteres da Retronecina (MATTOCKS, 1986). Outros fatores
que podem influenciar a hepatotoxicidade de alguns APs é a idade do
animal e o sexo. Segundo dados de literatura (WHO 1988), ratos
machos foram mais susceptiveis a toxicidade aguda do que ratos

fémeas, quando receberam doses de Monocrotalina.
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Figura 93. (A) Determinagéo da Dose Letal 50% (DLso - Probito vs. Log da dose) e (B)

Curva Dose-Resposta, para Retrorsina.
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Figura 94. (A) Determinacéo da Dose Letal 50% (DLso - Probito vs. Log da Dose)

e (B). Curva Dose-Resposta para Integerrimina.
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Figura 95. (A) Determinagéo da Dose Letal 50% (DLso.-Probito vs Log da Dose) ¢

(B) Dose-Resposta para Integerrimina N-éxido.
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(B) Curva Dose-Resposta, para Retromecina.
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5.4.5 Teste de Toxicidade Cronica (Extratos)

Grupo H. Heliotropium indicum (extrato bruto)

Sub-Grupo H1 e H2 (dose 0,5 ¢ 1 g/kg, respectivamente)

Os exemplares destes sub-grupos apresentaram figados cujas
caracteristicas histologicas corresponderam aquelas comentadas
para o grupo controle (A). Macro e microscopicamente, os figados se

apresentaram normais.

Grupo I. Heliotropium transalpinum (extrato bruto)

Sub-Grupo I1 e I2 (dose 0,5 ¢ 1,0 g/kg, respectivamente)

Quanto ao figado dos exemplares destes sub-grupos, nestas
doses, nao foi possivel detectar nenhum tipo de alteracao
histoléogica. Macro e microscopicamente, os figados se apresentaram
normais. Como foi observado acima, as infusdoes das plantas
Ageratum  conyzoides, Heliotropium indicum e  Heliotropium
transalpinum, nao se mostraram hepatotéxicas aos animais, nas
doses testadas. (MATTOCKS, 1986). Além disso, a concentragao dos
APs detectada nos respectivos extratos foi relativamente baixa, o que
nos leva a supor que a combinacdo destes dois fatores diminui a
probabilidade de algum tipo de lesdo no figado do animal no periodo
de tempo utilizado. Assim, nado podemos afirmar com certeza que
estes extratos, quando consumidos a longo prazo, nao sejam toxicos

para o animal ou mesmo para humanos.

Grupo J. Ageratum conyzoides (extrato bruto, dose 1g/kg)

Neste grupo apenas alguns exemplares mostraram raros
hepatdcitos megalociticos na zona 1 (Figura 97, Prancha 7) porém
niao se observou alteragdes hepaticas sugestivas de toxicidade na

maioria dos exemplares analisados. Paredes dos vasos integras. O
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niucleos volumosos e nuclebdlos evidentes. Porém, este extrato nao se

mostrou hepatotéxico na dose testada.

Grupo K. Senecio brasiliensis (extrato bruto, dose 0,5 g/kg)

A partir do primeiro més de tratamento ja foi possivel detectar
células megalociticas esparsas por todo o parénquima, entremeadas
por células em degeneracao. Ainda nesse periodo foi possivel
evidenciar células necréticas espalhadas, com indicios de
hepatotoxicidade (Figura 98; Prancha 7).

Alguns exemplares foram a 6bito no decorrer do experimento.

A reacdo dos animais a este extrato foi a mesma apresentada

pelos APs puros Integerrimina e Retrorsina.
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Figura 97.

Figura 98.

LEGENDAS PRANCHA 7

Figado de rato do grupo J, tratados com extrato bruto
aquoso de Ageratum conizéide (dose de lg/kg). Nesta
figura podemos visualizar células de nucleos volumosos e

nucledlos evidentes (setas). Coloracao: HE (512x).

Nesta figura nota-se a presenca de células em degeneracao
(seta longa), dispersas pelo parénquima hepatico de
exemplar do grupo quando foi administrado o extrato da
planta de Senecio brasiliensis (dose de 1g/kg), onde
visualizam-se figuras de mitose no centro do campo.

Coloracao: HE (512x).

PRANCHA 7
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Grupo L. Eupatorium laevigatum (extrato bruto aquoso)
Sub-Grupo L1 (dose, 0,5 mg/kg)

Alguns exemplares deste sub-grupo apresentaram alteracoes
nucleares, células em degeneracao, além de células em diferentes
fases de mitose, distribuidas em todo 6rgao. Observou-se tambeém
que algumas areas do orgao apresentaram vacuolizacao
citoplasmatica e algumas areas de nucleo volumoso (Figuras, 99, 100

e 101; Prancha 8).

Sub-Grupo L2 (dose, 1g/kg)

Nos exemplares deste sub-grupo foram detectados hepatocitos
com nucleos pleomérficos e sinosoides dilatados. Detectou-se, ainda,
varios hepatocitos megalociticos espalhados por todo o parénquima,
com células volumosas e raras células em degeneracdo, sendo que
frequentemente estas correspondiam a células megalociticas. No caso
das células com nucleos volumosos observou-se uma distribuicao
irregular da cromatina e alguns nucleos apresentaram mais de um

nucléolo, os quais se mostraram bastante evidentes.
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Figura 99. Panoramica de figado de rato do grupo K, apos 6 meses de
tratamento com extrato bruto de Eupatorium laevigatum.
Visualiza-se nesta figura alteracées nucleares com
algumas células volumosas em fase de mitose atipica (seta

cheia). Coloracao: HE (220x)

Figura 100. Detalhe da foto anterior onde observa-se células em
diferentes fases de mitose (seta longa) e células com

nucleos volumosos (seta vazada). Coloracao: HE (1020x).

Figura 110. Fotomicrografia com detalhes de células em final de

divisao (seta longa). Coloracao: HE (512x).
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foram estudadas 28 espécies de Senecio, 87 espécies de
Eupatorium, 2 espécies de Heliotropium, 1 espécie de Ageratum e 3 espécies de
Crotalaria.

As 28 espécies de Senecio apresentaram majoritariamente APs
macrociclicos, como a Senecionina, enquanto as 87 espécies de Eupatorium
apresentaram APs monoésteres do Tipo Licopsamina. Devido ao fato de ter sido
estudado um grande numero de espécies destes dois géneros, foi possivel agrupar
e tracar o perfil quimico destas espécies.

As espécies Heliotropium indicum, Heliotropium transalpinum e Ageratum
conyzoides, apresentaram APs monoésteres, como a Licopsamina. As especies de
Crotalaria sao constituidas basicamente de APs macrociclicos do Tipo

Monocrotalina.

® A analise por CG-EM dos extratos brutos das espécies estudadas revelou as
seguintes caracteristicas:

® Espécies do género Senecio apresentaram padrdes de alcaloides Macrociclicos
1,2-Insaturados e Saturados (12 membros)do Tipo Senecionina

® Espécies do género Eupatorium tém como perfil cromatografico APs
Monoésteres do Tipo Licopsamina

® As espécies de Heliotropium e de Ageratum conizoides APs Monoesteres do
Tipo Licopsamina e do Tipo Supinina e

® As espécies de Crotalaria com APs Macrociclicos de 11 membros do Tipo

Monocrotalina.

Os resultados dos testes toxicidade (agudo e cronico) realizados, mostraram

que:

> APs Monoésteres so apresentam efeito toxico quando administrados em doses

alta e por um longo periodo de tempo.
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» APs Monoéster na forma de N-éxido (Indicina-N-Oxido) apresentam toxicidade
mais alta do que o seu correspondente na forma livre.

» APs Macrociclicos 1,2-Insaturados, apresentam um efeito toxico moderado
nas doses baixas e um efeito altamente hepatotoxico nas doses altas.

> Este quadro foi verificado também, para os APs na forma N-Oxido. Mostrando
assim, que estes sao tao hepatotoxicos quantos os seus correspondentes na
forma livre.

» Quanto a Base Retronecina, os efeitos toxicos s6 aparecem em doses elevadas.

» Que os extratos que apresentam em sua composicao quimica APs do Tipo
Macrociclicos (Senecio brasiliensis), sao altamente hepatotoxicos para animais
e consequentemente para o homem, tambeém.

» Os extrata da planta Eupatorium laevigatum também mostrou, um elevado
grau de hepatotoxicidade, provavelmente em funcao da grande abundancia de
APs nesta espécie.

» Embora os extratos das plantas do género Heliotropium nao tenham
apresentado, naquelas doses testadas, nenhum efeito hepatotoxico nao
podemos afirmar que estas plantas possam ser usadas sem riscos para saude
humana. Havendo, assim a necessidade de um estudo cronico mais

prolongado, para espécies deste género.

Diante dos resultados obtidos com os testes de toxicidade, podemos concluir
que a utilizacdo de plantas contendo alcaléides pirrolizidinicos sédo toxicas para
os animais. Mesmo os extratos que nao causaram toxicidade, como foi o caso do
extrato de Ageratum conyzoides, nao deveriam ser consumidos, ja que também
possuem APs.

Considerando que o objetivo inicial deste trabalho foi o estudo de plantas
contendo APs utilizadas popularmente na forma de chas, infusoes e alimentos, os
resultados obtidos nos permitem sugerir que estas plantas ndo devem ser
consumidas de nenhuma forma devido ao grande potencial toxico, comprovado,
dos APs.

E importante salientar que embora este tipo de trabalho ja tenha sido

realizado, na década de 80 na Alemanha, no Brasil nao havia nenhum trabalho
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de pesquisa com plantas tipicamente brasileiras que sao utilizadas pela
populacao e que contém estes APs.
Daremos continuidade a este trabalho estudando os aspectos

relacionados abaixo:

Desenvolvimento de uma metodologia que defina os niveis de
alcaloides nos chas, preparados a partir de produtos farmaceéuticos e
homeopaticos usando plantas medicinais contendo APs toxicos.

Outro aspecto que consideramos de grande importancia, €
conhecer a concentracao exata dos APs presentes nos extratos
aquosos (chas), uma vez que € desta forma que a populacao utiliza
com mais frequéncia as plantas. E necessario verificar também, a
concentracao destes alcaloides nas formula¢oées comerciais vendidas

em farmacias alopaticas e homeopaticas.
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